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New recombinant polypeptides (I) comprise an active portion derived 
from a therapeutically active polypeptide (II) , genetically coupled to 
an albumin or albumin variant. 

Also claimed are: (1) a nucleotide sequence coding for (I); (2) an 
expression cassette comprising a sequence (1) under the control of a 
transcription initiation region and opt. a transcription termination 
region; (3) a self -replicating plasmid contg. a cassette (2) ; and (4) a 
recombinant eukaryotic or prokaryotic cell contg. a sequence (1) , 
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USE/ ADVANTAGE - (I) are plasma-stable forms of (II) and may be 
used for the same therapeutic purposes. They may have enhanced activity 
and/or reduced side effects. The nucleotide sequence may also be used 
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Novel biologically active polypeptides, preparation thereof and pharmaceutical compositions containing said polypep- 
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La prcsente invention concerne de nouveaux polypeptides biologiquement actifs, leur. preparation et des compositions 
pharmaceutjques les contenant. 
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LEUR PREPARATION ET CQMPOSITIQN PHARMACEIJTIOUF T-FS 

CONTENANT 

La presente invention concerne de nouveaux polypeptides biologiquernent 
5 actif s, leur preparation et des compositions pharmaceutiques les contenam. 

Plus particulierement, la presente invention concerne des polypeptides 
recombinants essentiellement composes d'une parti e active derivee d'un polypeptide, 
naturel ou artificiel, ay ant une activite therapeutique, et couple a une albumine ou a 
un variant de Talbumine. II est entendu que Factivite therapeutique des polypeptides 
10 de Tinvention peut etre soit directe (traitement des maladies), ou indirecte (et par 
exemple utilisable dans la prevention des maladies, dans la conception des vaccins, 
dans les techniques de I'imagerie medicate etc.). 

II est entendu dans ce qui suit que les variants de I' albumine designent toute 
proteine a haute demie-vie plasmatique obtenue par modification (mutation, deletion 

15 et/ou addition) par les techniques du genie genetique d'un gene codant pour un 
isomorphe donne de la serum- albumine humaine, ainsi que \oute macromolecule a 
haute demie-vie plasmatique obtenue par modification in vitro de la proteine codee 
par de tels genes. L'albumine etant tres polymorphe, de nombreux variants naturels 
ont ete identifies et repertories [Weitkamp L.R. et al., Ann. Hum. Genet 37 (1973) 

20 219]. 

Le but de la presente invention est d'elaborer des proteines artificielles 
biologiquernent actives et utilisables sur le plan pharmaceutique. En effet, de 
nombreux polypeptides possedant une ou plusieurs activites therapemiques 
potentielles ne peuvent etre exploites pharmaceutiquement. Ceci peut avoir 

25 differentes raisons, telles que notamment leur f aible stabilite in vivo , leur structure 
complexe ou fragile, la difficulte de les produire a une echelle industriellement 
acceptable, etc... De meme, certains polypeptides ne donnent pas les resultats 
attendus in vivo en raison de problemes d'administration, de conditionnement, de 
pharmacocinetique etc... 

30 La presente invention permet de remedier a ces inconvenients. La presente 

invention fournit en effet de nouveiles molecules permettant une exploitation 
optimale sur le plan therapeutique des proprietes biologiques de ces polypeptides. La 
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presente invention resulte notamment de la mise en evidence qu'il est possible de 
coupler, genetiquement toute structure active d§rivee d'un polypeptide 
biologiquement actif a une autre structure proteique constitute d'albumine, sans en 
alterer lesdites proprietes biologiques. EUe resulte egalement de la mise en evidence 

5 par la demanderesse que la serum-albumine humaine permet de presenter * 
efficacement la structure active a ses sites d f interaction, et quelle assure une stabilite 
plasmatique elevee du polypeptide de Tinvention. Les polypeptides de Tinvention 
permettent ainsi de maintenir dans Torganisme une activite biologique donnee 
pendant un temps prolonge. Us permettent ainsi de reduire les doses administrees et, 

10 dans certains cas, de potentialiser Teffet therapeutique, par exemple en reduisant les 
effets secondaires consecutifs a une administration plus importante. Les polypeptides 
de Tinvention permettent de plus de generer et dHitiliser des structures derivees des 
polypeptides biologiquement actifs tres petites et done tres specifiques d'un effet 
recherche. D est entendu que les peptides ayant une activite biologique presentant un 

15 interet therapeutique peuvent egalement correspondre a des sequences peptidiques 
non naturelles, isolees par exemple a partir de banques peptidiques aleatoires. Les 
polypeptides de Tinvention possedent par ailleurs une repartition parti culierement 
avantageuse dans Torganisme, ce qui modifie leurs proprietes pharmacocinetiques et 
favorise le developpement de leur activity biologique et leur utQisation. En outre, ils 

20 presentent egalement I'avantage d'etre faiblement ou non-immunogeniques pour 
Torganisme dans lequel Us sont utilises. Rnalement, les polypeptides de Tinvention 
peuvent etre exprimes (et preferentieilement secretes) par des organismes 
recombinants, a des niveaux permettant leurs exploitation industrielle. 

Un objet de la presente invention concerne done des polypeptides 
25 comportant une partie active derivee d'un polypeptide ayant une activite 
therapeutique, couplee a une albumine ou a un variant de Talbumine. 

Dans un mode de realisation particulier, les peptides possedant une activite 
therapeutique ne sont pas d'origine humaine. Par exemple on peut citer des peptides, 
ou leurs derives, possedant des proprietes potentieUement utiles dans les pathologies 
30 des compardments sanguins et interstitieis, tels que Thirudine, la trigramine, 
Tantistatine, les peptides anticoagulant des tiques (TAP), Tarietine, Tapplagine etc..« 
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Plus particulierement, dans les molecules de i ! invention, le polypeptide 
ayant une activite therapeutique est un polypeptide d'origine humaine ou un variant 
moleculaire. Par exemple, il peui s'agir de tout ou partie, d'un enzyme, d'un 
inhibiteur d'enzyme, d'un antigene, d'un anticorps, d'une hormone, d'un facteur 
5 intervenant dans le controle de la coagulation, d'un interferon, d'une cytokine [les 
interleukines, mais aussi leurs variants antagonistes naturels de leur fixation au(x) 
recepteur(s), les cytokines de type SIS (small induced secreted) et par exemple les 
proteines inflammatoires des macrophages (les MIPs), etc...], d'un facteur de 
croissance et/ou de differenciation [et par exemple les facteurs de croissance 

10 transformants (les TGFs), les facteurs de differenciation des cellules sanguines 
(erythropoietine, M-CSF, G-CSF, GM-CSF etc.), l'insuline et les facteurs de 
croissance qui lui ressemblent (les IGFs), ou encore les facteurs de permeabilite 
cellulaire (VPF/VEGF), etc..], d'un facteur implique dans la genese/resorption des 
tissus osseux (OIF et osteospontine par exemple), d'un facteur implique dans la 

15 motilite ou la migration cellulaire [et par exemple le facteur de motilite autocrine 
(AMF), le facteur de stimulation de la migration (MSF), ou encore le facteur de 
dispersion (scatter factor/facteur de croissance des hepatocytes)], d'un facteur 
bactericide ou antifongique, d'un facteur chimiotactique [et par exemple le facteur 
plaquettaire 4 (PF4), ou encore les peptides chemoattractants des monocytes 

20 (MCP/MCAF) ou des neutrophiles (NCAF), etc.], d'un facteur cytostatique (et par 
exemple les proteines qui se fixent aux galactosides) , d'une molecule adhesive 
plasmatique (et par exemple le facteur de von Willebrand, le fibrinogene etc..) ou 
interstitielle (laminine, tenascine, vitronectine, etc..) ou des matrices 
extracellulaires, ou encore toute sequence peptidique antagoniste ou agoniste 

25 d' interactions molecul aires et/ou intercellulaires impliquees dans les pathologies des 
compartiments circulatoires et interstitieis et par exemple la formation des thrombus 
arteriels et veineux, les metastases cancereuses, l'angiogenese tumoral e, le choc 
inflammatoire, les maladies autoimmunes, les pathologies osseuses et osteo- 
articulaires etc... 

30 La partie active des polypeptides de 1' invention peut etre constituee, par 

exemple, par le polypeptide ayant une activite therapeutique entier, ou par une 
structure derivee de celui-ci, ou encore par un polypeptide non naturel isole a partir 
d'une banque peptidique. Au sens de la presente invention, on entend par structure 
derivee tout polypeptide obtenu par modification et conservant une activite 
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therapeutique. Par modification, on doit entendre toute mutation, substitution, 
deletion, addition ou modification de nature genetique et/ou chimique. De .tels 
derives peuvent etre generes dans des buts differents, tels que notamment celui 
d'augmenter i'affinite de la molecule pour ses sites de fixation, celui d'ameliorer ses 
5 niveaux de production, celui d'augmenter sa resistances aux proteases, celui 
d'augmenter son efficatitS therapeutique ou encore de reduire ses effets secondaires, 
ou celui de ltd conferer de nouvelles proprietes biologiques. A titre d'exemple, les 
polypeptides chimeres de Tinvention possedent des proprietes pharmacocinetiques et 
une activite bioiogique utili sable pour la prevention ou ie traitement des maladies. 

* 

10 Des polypeptides de 1'invention particulierement avantageux sont ceux dans 

* 

lesquels la partie active presente : 

(a) la structure peptidique entiere ou, 

(b) une structure derivee de (a) par modification structurale (mutation, 
substitution addition et/ou deletion d'un ou plusieurs residus) et possedant une 

15 activite therapeutique. 

Panni les structures du type (b), on peut citer plus particulierement les 
molecules dans lesquelles certains sites de N- ou O-glycosylation ont ete modifies ou 
supprimes, les molecules dans lesquelles un ou plusieurs residus ont ete substitues, 
ou les molecules dans lesquelles tous les residus cysteine ont ete substitues. On peut 

20 citer egalement des molecules obtenues a partir de (a) par deletion de regions 
n'intervenant pas ou peu dans 1' interaction avec les sites de liaison consideres, ou 
exprimant une activite indesirable, et des molecules comportant par rapport a (a) des 
residus supplementaires, tels que par exemple une methionine N-terminale et/ou un 
signal de secretion et/ou un peptide de jonction. 

25 La partie active des molecules de 1'invention peut etre couplee soit 

directement soit par Tintermediaire d'un peptide artificiel a l'albumine. De plus, elle 
peut constituer rextremite N-terminale comme Textremite C-terminale de la 
molecule. Preferentiellement, dans les molecules de 1'invention, la partie active 
constitue la partie C-terminale de la chimere. II est egalement entendu que la partie 

30 biologiquement active peut etre redondante au sein de la chimere. Une representation 
schematique des molecules de 1'invention est donnee a la Figure 1. 
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Un autre objet de l'invention concerne un precede de preparation des 
molecules chimeres decrites ci-avant. Plus precisement, ce precede consiste a fa ire 
exprimer par un hote cellulaire eucaryote ou procaryote une sequence nucleotidique 
codant pour le polypeptide desire, puis a recolter le polypeptide produit. 
5 Parmi les botes eucaryotes utilisables dans le cadre de la presente inventiori, 

on pent citer les cellules animales, les levures, ou les champignons. En particulier, 
s'agissant de levures, on peut citer les levures du genre Saccharomvces. 
Kluweromvces. £ichia. Schwanniomvces. ou Hansenula. S'agissant de cellules 
animales, on peut citer les cellules COS, CHO, C127, etc... Parmi les champignons 

10 susceptibles d'etre utilises dans la presente invention, on peut citer plus 
particulierement Aspergillus ssp. ou Trichoderma ssp. Comme hotes procaryotes, on 
prefere utiliser les batteries telles que Escherichia coli. ou appartenant aux genres 
CQrynebacterium, Bacillus, ou Streptomvces. 

Les sequences nucleotidiques utilisables dans le cadre de la presente 

15 invention peuvent etre prepare es de differentes rnanieres. Generalement, elles sont 
obtenues en assemblant en phase de lecture les sequences codant pour chacune des 
parties fonctionnelles du polypeptide. Celles-ci peuvent etre isolees par les 
techniques de lliomme de l'art, et par exemple directement a partir des ARN 
messsagers (ARNm) cellulaires, pu par reclonage & partir d'une banque d'ADN 

20 complementaire (ADNc), ou encore il peut s'agir de sequences nucleotidiques 
totalement synthetiques. 11 est entendu de plus que les sequences nucleotidiques 
peuvent egalement etre ulterieurement modifiees, par exemple par les techniques du 
genie genetique, pour obtenir des derives ou des variants desdites sequences. 

Plus preferentiellement, dans le ..precede de Tinvention, la sequence 

25 nucleotidique fait partie d'une cassette d'expression comprenant une region 
d'initiation de la transcription (region promoteur) permettant, dans les cellules hotes, 
Texpression de la sequence nucleotidique placee sous son contrdle et codant pour les 
polypeptides de i'invention. Cette region peut provenir de regions promoteurs de 
genes fortement exprimes dans la cellule hote utilisee, Texpression etant constitutive 

30 ou regulable. S'agissant de levures, il peut s'agir du promoteur du gene de la 

phosphoglycerate kinase (PGK) . de la glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(GPP) , de la lactase (LAC 4). des enolases (ENO) . des alcools deshydrogenases 

(ADH)» etc... S'agissant de bacteries, il peut s'agir du promoteur des genes droit ou 
gauche du bacteriophage lambda (Pl, PR), ou encore des promoteurs des genes des 
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operons tryptophane (Ptrp) ou lactose (Plac)- En outre, cetre region de controle peut 
etre modifiee, par exeraple par mutagenese in vitro, par introduction d' elements 
additionnels de controle ou de sequences synthetiques, ou par des deletions ou des 
substitutions des elements originels de controle. La cassette d'expression peut 
5 egalement comprendre une region de terrninaison de la transcription fonctionnelle 
dans l'hote envisage, positionnee immediatement en aval de la sequence * 

♦ 

nudeotidique codant pour un polypeptide de l 1 invention. 

Dans un mode prefere, ies polypeptides de 1' invention resultent de 
I'expression dans un hote eucaryote ou procaryote d'une sequence nudeotidique et de 

10 la secretion du produit d'expression de ladite sequence dans le milieu de culture, II 
est en effet particulierement avantageux de pouvoir obtenir par voie recombinante 
des molecules directement dans le milieu de culture. Dans ce cas, la sequence 
nudeotidique codant pour un polypeptide de l'invention est precedee d'une sequence 
"leader" (ou sequence signal) dirigeant le polypeptide naissant dans les voies de 

15 secretion de l'hote utilise. Cette sequence "leader" peut etre la sequence signal 
naturelle du polypeptide biologiquement actif dans le cas ou celui-ci est une proline 
naturellement secret ee, ou celle de la structure stabilisatrice, mais il peut egalement 
s'agir de toute autre sequence "leader 0 fonctionnelle, ou d'une sequence "leader" 
artifidelle. Le choix de l'une ou 1'autre de ces sequences est notamment guide par 

20 l'hote utilise. Des exemples de sequences signal fonctionnelles incluent celles des 
genes des pheromones sexuelles ou des toxines "killer" de levures. 

En plus de la cassette d'expression, un ou plusieurs marqueurs permettant de 
selectionner l'hote recombine peuvent etre additionnes, tels que par exemple le gene 

* 

URA 3 de la levure S. cerevisiae. ou .des g£nes conferant la resistance & des 
25 antibiotiques comme la geneticine (G418) ou a tout autre compose toxique comme 
certains ions metalliques. 

L'ensemble constitue par la cassette d'expression et par le marqueur de 
selection peut etre introduit directement dans* les cellules notes considerees, soit 
insere prealablement dans un vecteur autoreplicatif fonctionnei. Dans le premier cas, 
30 des sequences homologues 4 des regions presentes dans le genome des cellules notes 

sont preferentieilement additionnees a cet ensemble; lesdites sequences etant alors . 
positionnees de chaque cote de la cassette d'expression et du gene de selection de 
fagon a augmenter la frequence d'integration de Tensemble dans le genome de l'hote 
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en ciblant i'integrauon des sequences par recombinaison homologue. Dans le cas ou 

w 

la cassette d'expression est inseree dans un systeme repiicatif, un system e de 
replication prefere pour les levures du genre Kluweromvces est derive du plasmide 
pKDl initialement isole de ?C.drosophiIanim : un systeme prefere de replication pour 
5 les levures du genre Saccharomvces est derive du plasmide 2\x de S. cerevisiae . De 
plus, ce plasmide d'expression peut contenir tout ou partie desdits system es de 
replication, ou peut combiner des elements derives du plasmide pKDl aussi bien que 
du plasmide 2u. 

En outre, les plasmides d'expression peuvent etre des vecteurs navettes entre 
10 un note bacterien tel que Escherichia coli et la cellule bote choisie. Dans ce cas, une 
origine de replication et un marqueur de selection fonctionnant dans l'hote bacterien 

* 

sont requises. H est egalement possible de positionner des sites de restriction 
entourant les sequences bacteriennes et uniques sur le vecteur d'expression: ceci 
permet de supprimer ces sequences par coupure et religature in vitro du vecteur 

15 tronque avant transformation des cellules notes, ce qui peut resulter en une 
augmentation du nombre de copies et en une stabilite accrue des plasmides 
d'expression dans lesdits notes. Par exemple, de tels sites de restriction peuvent 
correspondre aux sequences telles que 5'-GGCCNNNNNGGCC-T (Sfil) ou 5'- 
GCGGCCGC-3' (Not I) dans la mesure ou ces sites sont extremement rares et 

20 genfcralement absents d'un vecteur d'expression. 

Apres construction de tels vecteurs ou cassette d'expression, ceux-ci sont 
introduits dans les cellules botes retenues selon les techniques classiques decrites 
dans la litterature. A cet egard, toute methode permettant d'introduire un ADN 
etranger dans une cellule peut etre utilisee. II peut s'agir notamment de 

25 transformation, electroporation, conjugaison, ou toute autre technique connue de 
I'homme de Tart. A titre d'exemple pour les hotes de type levure, les differentes 
souches de Kluyveromvces utilisees ont 6te transformees en traitant les cellules 
entieres en presence d'ac&ate de lithium et de polyethylene glycol, selon la 
technique decrite par Ito et al. [J. Bacteriol. 152 (1983) 163]. La technique de 

30 transformation decrite par Durrens et al. [Curr. Genet, lfi (1990) 7] utilisant 
Tethylene glycol et le dimethylsulfoxyde a egalement £te utilisee. II est aussi 
possible de transformer les levures par electroporation, selon la methode decrite par 
Karube et al. [FEBS Letters 1S2 (1985) 901. Un protocole alternatif est Egalement 
decrit en detail dans les exemples qui suivent. 
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Apres selection des cellules transformees, les cellules exprimant lesdits 
polypeptides sent inoculees et la recuperation desdits polypeptides peut etre faite, 
soil au cours de la croissance cellulaire pour les precedes n en continu", soit en fin de 
croissance pour les cultures "en lots" ("batch"). Les polypeptides qui font 1'objet de la 
presente invention sont ensuite purifies & partir du sumageant de culture en vue de 
leur caracterisation moieculaire, pharmacocinetique et biologique. 



Un systeme d'expression pref ere des polypeptides de Tinvention consiste en 
rutilisation des levures du genre Kluweromvces comme cellule note, transformees 
par certains vecteurs derives du replicon extrachromosomique pKDl initialement 

10 isole chez K, m?rxfcn.VS var. drosophilarum. Ces levures, et en particulier K. lactis et 
K. fragilis sont general ernent capables de repliquer lesdits vecteurs de fagon stable et 
possedent en outre l'avantage d'etre incluses dans la liste des organismes G.R.A.S. 
("generally fiecognized As Safe"). Des levures privilegiees sont preferentiellement 
des souches industrielles du genre Kluweromvces capables de repliquer de fagon 

15 stable lesdits plasmides derives du plasmide pKDl et dans lesauels a ete insere tin 



marqueur de selection ainsi qu'une cassette d'expression permettant la secretion a des 
niveaux eleves des polypeptides de rinvention. 

La presente invention concerne egalement les sequences nucleotidiques 
codant pour les polypeptides chimeres d§crits ci-avant, ainsi que les cellules 
20 recombinantes, eucaryotes ou procaryotes, comprenant de telles sequences. 

La presente invention concerne aussi 1'application a titre de medicament des 
polypeptides selon la presente invention. Pius particulierement, Tinvention a pour 
objet toute composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs polypeptides ou 
sequences nucleotidiques tels que decrits ci-avant Les sequences nucleotidiques 
25 peuvent en effet etre utilisees en therapie genique. 



La presente invention sera plus completement decrite a 1'aide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatif s. 



* 
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1 ISTF DES FIGURES 

Les representations des plasrnides indiquees dans les Figures suivantes ne sont pas 
tragees a l'echelle et seuls les sites de restriction importants pour la comprehension 
des clonages realises ont ete indiques. 

5 Figure 1 : Schematisation des chimeres du type SAH-PEPTIDE (A), du 

ype PEPTIDE-SAH (B) ou PEPTTDE-SAH-PEPTTDE (C). Abreviations utilisees : 
M/LP. residu methionine initiateur de la traduction, eventuellement suivie d'une 
sequence signal de secretion; SAH, albumine mature ou un de ses variants 
moleculaires; PEP, peptide d'origine naturelle ou artificielle possedant une propriete 
10 therapeutique donnee. La sequence PEP peut etre presente plusieurs fois dans les 
molecules de type A, B ou C. La fleche noire indique Textremite N-terminale de la 
proteine mature. 

♦ ■ 

Figure 2 : Exemples de sequences nucleotidiques d'un fragment de 
restriction Hind lTI codant pour une proteine chimere du type prepro- SAH-PEPTIDE. 
Les fleches noires indiquent la fin des regions "pre" et "pro" de la SAH. Le site de 
restriction Mst n est souligne et le codon specif iant la terminaison de la traduction est 
en caracteres gras. 

* * 

Figure 3 : Carte de restriction du plasmide pYG105 et strategic 
generique de construction des plasrnides d'expression des proteines chimeres de la 
presente invention. Abreviations utilisees : P, promoteur transcriptionnel ; T, 
terminateur transcriptionnel ; IR, sequences repetees inversees du plasmide pKDl ; 
LP, sequence signal de secretion ; Ap 1 " et JCm r designent respecti vement les genes de 
resistance a Tampicilline (E. coli) et au G418 (levures). 

Figure 4 : Exemples de sequences nucleotidiques de fragments de 
restriction ^Ist ll -Hind lll derives du facteur von Willebrand. Representation de la 
structure des fragments Mstll-Hindlll des plasrnides pYG1248 (panneau A), 
pYG1214 (panneau B), pYG1206 [panneau C, dans cette chimere particuliere le 
residu Leu694 du vWF est egalement le dernier residu (Leu585) de la SAH] et 
pYG1223 (panneau D) ; la numerotation des acides amines correspond a la 
numerotation du vWF mature d'apres Titani et al. [Biochemistry 25 (1986) 3171- 
3184]. Les sites de restriction Mst ll et HindHI sont soulignes et le codon de 



15 



20 



25 



30 
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terminaison de la traduction est en caracteres gras. Panneau £ : sequence 
nucleotidique du fragment de restriction Mst ll-Hindin du plasmide pYG1248. La 
numerotation des acides amines (colonne de droite) correspond a la proteine chimere 
SAH-vWF470->713 mature (829 residus). Les residus Thr470, Leu494, Asp498, 

5 Pro502 ( Tyr508, Leu694 f Pro704, et Pro708 du vWF mature sont soulignes. 

Figure 5 : Caracterisation du materiel secrete apres 4 jours de culture 
(erlenmeyers) de la souche CBS 293.91 transformee par les plasmides pYG1248 
(plasmide d'expression d'une chimere du type SAH-vWF Thr470->Val713) et 
pKan707 (plasmide controle). Dans cette experience ies resultats des panneaux A, B, 

10 et C ont ete migres sur le meme gel (SDS-PAGE 8,5 %) puis traites separemment. 

A, coloration au bleu de coomassie; standard de poids moleculaire (piste 2); 
surnageant equivalent a 50 (il de la culture transformee par les plasmides pKan707 en 
milieu YPL (piste 1), ou pYG1248 en milieu YPD (piste 3) ou YPL (piste 4). 

B, caracterisation irnmunologique du materiel secrete apres utilisation 
15 d'anticorps de souris diriges contre le vWF humain: meme legende qu'en A a 

1'exception que des standards biotiniles de poids moleculaire ont ete utilises. 

C, caracterisation irnmunologique du materiel secrete apres utilisation 

* 

d'anticorps de lapin diriges contre Talbumine humaine: surnageant equivalent a 50 (il 
de la culture transformee par les plasmides pKan707 en milieu YPL (piste 1), ou 
20 pYG1248 en milieu YPD (piste 2) ou YPL (piste 3) . 

Figure 6 : Cinetique de secretion d'une chimere de Tinvention par la 
souche CBS 293.91 transformee par le plasmide pYG1206 (SAH-vWF Leu694- 
Pro708). 

A, coloration au bleu de coomassie ; standard de poids moleculaire (piste 1) ; 
25 surnageant equivalent a 2,5 d'une culture "Fed Batch" en milieu YPD apres 24h. 

(piste 2) , 40h. (piste 3) ou 46h. (piste 4) de croissance. 

B, caracterisation irnmunologique du materiel secrete apres utilisation 

d'anticorps de souris diriges contre le vWF humain : meme legende qu'en A a 
1'exception que des standards biotiniles de poids moleculaire ont ete utilises. 

30 Figure 7 : Caracterisation du materiel secrete par K. lactis transf orme 

par les plasmides pKan707 (plasmide controle, piste 2), pYG1206 (piste 3), 
pYG1214 (piste 4) et pYG1223 (piste 5) ; standard de poids moleculaire (piste 1). 
Les depots correspondent a 50 \xL de surnageant d'une culture stationnaire apres 
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* 

croissance en milieu YPD, migration dans un gel a 8.5 % d'acrylamide et coloration 
au bleu de coomassie. 

Figure 8 : Sequence nucleotidique du fragment de restriction Mst ll- 
ffindin du plasmide pYG1341 (SAH-UK1->135). La limite du domaine EGF-Hke 
5 (UKl->46) present dans le fragment de restriction Mst ll-Hindlll du plasmide 
pYG1340 est indiquee. La numerotation des acides amines correspond a la proteine 
chimere SAH-UK1->135 mature (720 residus). 

* 

Figure 9 : Secretion des chimeres SAH-UK1-46 et SAH-UKM35 par 
la souche CBS 293.91 respectivement transformee par les plasmides pYG1343 
10 (SAH-UK1-46) et pYG1345 (SAH-UKM35). apres 4 jours de croissance (milieu 
YPL+G418). Les depots (equivalents a 50 |il de culture) sont migres en gel PAGE- 
SDS & 8,5 % et colores au bleu de coomassie: surnageant d'un clone transforme par 
les plasmides pKan707 (piste 1). pYG1343 (piste 3) ou pYG1345 (piste 4) ; standard 
de poids moleculaire (piste 2). 

15 Figure 10 : Sequence nucleotidique du fragment de restriction Mst H- 

Hindm du plasmide pYG1259 (SAH-G.CSF). La limite de la partie G-CSF (174 
residus) est indiquee. Les sites de restriction Apa l et Sst I (Sst I) sont soulignes. La 
numerotation des acides amines correspond a la proteine chimere SAH-G.CSF 
mature (759 residus). 

20 Figure 1 1 : Sequence nucleotidique du fragment de restriction Hind TII du 

plasmide pYG1301 (chimere G.CSF-Gly4-SAH). Les fleches noires indiquent la fin 

des regions "pre" et "pro" de la SAH. Les sites de restriction Apa L Sst I (Sac I) et 
Mst ll sont soulignes. Les domaines G.CSF (174 residus) et SAH (585 residus) sont 
separes par le linker synthetique GGGG. La numerotation des acides amines 
25 correspond a la proteine chimere G.CSF-Gly4-SAH mature (763 residus). La 
sequence nucleotidique comprise entre le codon de terminaison de la traduction et le 
site Hind lll provient de l'ADN complementaire (cDNA) de la SAH tel que decrit 
dans la demande de brevet EP 361 991. 

Figure 12 : Characterisation du materiel secrete apres 4 jours de culture 
30 (erlenmeyers) de la souche CBS 293.91 transformee par les plasmides pYG1266 
(plasmide d'expression d'une chimere du type SAH-G.CSF) et pKan707 (plasmide 
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controle). Dans cette experience les resultats des panneaux A, B, et C ont ete migres 
sur le merrie gel (SDS-PAGE 8,5 %) puis traites separemment 

A, coloration au bleu de coomassie; standard de poids moleculaire (piste 2) ; 
surnageant equivalent a 100 ^1 de la culture transformee par les plasmides pKan707 

5 en milieu YPL (piste 1) t ou pYG1266 en milieu YPD (piste 3) ou YPL (piste 4) . 

B, caracterisauon immiinologique du materiel secrete apres utilisation • 
d'ariticorps primaires diriges centre le G-CSF humain : meme legende qu'en A. 

C, caracterisation immunologique du materiel secrete apres utilisation 
d'anticorps primaires diriges centre l'albumine humaine : meme legende qu'en A. 

L0 Figure 13 : Caracterisation du materiel secrete apres 4 jours de. culture 

(erlenmeyers en milieu YPD) de la souche CBS 293.91 transformee par les 
plasmides pYG1267 (chirnere SAH-G.CSF), pYG1303 (chimere G.CSF-Gly4-SAH) 
et pYG1352 (chimere SAH-Gly4-G.CSF) apres migration sur gel SDS-PAGE 8,5 %. 

A, coloration au bleu de coomassie ; surnageant equivalent a 100 |-d de la 
15 culture transformee par les plasmides pYG1303 (piste 1), pYG1267 (piste 2) ou 

pYG1352 (piste 3) ; standard de poids moleculaire (piste 4). 

B, caracterisation immunologique du materiel secrete apres utilisation 
d'anticorps primaires diriges centre le G-CSF humain : meme legende qu'en A. 

Figure 14 : Sequence nucleotidique du fragment de restriction MsfcH- 
20 Hind HI du plasmide pYG1382 (SAH-FV). Les domaines VH (124 residus) et VL 
(107 residus) du fragment Fv 1 sont separes par le linker synthetique (GGGGS) X 3- ^ 
numerotation des acides amines correspond a la proteine chimere SAH-Fv 1 mature 
(831 residus). 

Figure 15 : Secretion de la chimere SAH-Fv 1 par la souche CBS 293.91 
25 transformee par le plasmide pYG1383 (LAC4) apr^s 4 jours de croissance en 
erlenmeyers a 28°C en milieu YPD (piste 2), ou YPL (piste 3) ; standard de poids 
moleculaire (piste 1). Les depots, equivalents -a 200 ul de culture (precipitation a 
Fethanol), sont migres en gel PAGE-SDS (8,5 %). 

A, : coloration du gel au bleu de coomassie. 
30 B t : caracterisation immunologique du materiel secrete apres utilisation 

d'anticorps primaires diriges contre la S AH. 
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Figure 16 : Dosage de l'activite antagonize in vitro de l'agglutination des 
plaquettes humaines fixees au formaldehyde : CI50 des hy brides SAH-vWF694-708, 
[SAH-vWF470-713 C471G. C474G] et [SAH-vWF470-704 C471G, C474G] 
relativement a l'etalon RG 12986. La determination de Tinhibition dose-dependante 

5 de l'agglutination plaquettaire est realisee selon la methode decrite par C. Prior et al. 
[Bio/Technology (1992) 1Q 66] en utiltsant un agregametre enregistrant les 
variations de la transmission optique sous agitation a 37°C en presence de vWF 
humain, de botrocetine (8,2 mg/ml) et du produit a tester a differentes dilutions. La 
concentration du produit qui permet d'inhiber de moitie l'agglutination controle (en 

10 Tabsence de produit) est alors determinee (CI50). 

Figure 2 7 : Acti vite sur la proliferation cellulaire in vitro de la lignee 
murine NFS60. La radioactivite (^H-thymidine) incorporee dans les noyaux 
cellulaires apres 6 heures d'incubation est representee en ordonnee (cpm) ; la quantite 
de produit indiquee en abscisse est exprimee en molarite (unites arbitraires) . 

15 Figure 18 : Activite sur la granulopoiese in vivo chez le rat. Le nombre 

de neutrophiles (moyenne de 7 animaux) est indiquee en ordonnee en fonction du 
temps. Les produits testes sont la chimere SAH-G.CSF (pYG1266, 4 ou 40 
mg/rat/jour), le G-CSF reference (10 mg/rat/jour), la SAH recombinante purifiee a 
partir de surnageant de Kluweromvces lactis (SAH ( 30 mg/rat^our, cf. EP 361 991), 

20 ou du serum physiologique. 

EXEMPLES 

*■ 

TECHNIQUES GENERALES DE CLONAGE 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d*ADN plasmidique 

25 en gradient de chlorure de cesium, relectrophorese sur gels d'agarose ou 
d'acrylamide, la purification de fragments d' ADN par electroelution, les extraction de 
proteines au phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d*ADN en milieu 
salin par de l'ethanol ou de I'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli etc 
... sont bien connues de l'homme de metier et sont abondament decrites dans la 

30 litterature [Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982 ; Ausubel F.M. et al. 
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(eds), "Current Protocols in Molecular Biology" , John Wiley & Sons, New York, 
1987]. 

Les enzymes de restriction ont ete fournies par New England Biolabs 
(Biolabs), Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham et sont utilisees 
5 selon les recommandations des fournisseurs. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN sont separes selon leur taille par 
electrophorese en gels d'agarose ou d'acryiamide, extraits au phenol ou par un 
10 melange phenol/chioroforme, precipites a Tethanol puis incubes en presence de 
l'ADN ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du f oumisseur. . 

Le remplissage des extremites 5 1 proeminentes est effectue par le fragment de 
Klenow de l'ADN Polymerase I d' E. coli (Biolabs) selon les specifications du 
fournisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est effectuee en presence 
15 de l'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du 
fabricant. La destruction des extremites 5 1 proeminentes est effectuee par un 

traiternent menage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee jn vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques est 
effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 12 
20 (1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham, 

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de 
PCR [Eolymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et al., Science 22G (1985) 
1350-1354; Mullis K.B. et Faloona F.A.. Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] est 
effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 

25 specifications du fabricant 

La verification des sequences nucleotidiques est effectuee par la methode 
developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 74 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 

Les transformations de K. lactis avec l'ADN des plasmides d'expression des 
30 proteines de la presente invention sont effectuees par toute technique connue de 
ITiomme de rart, et dont un exemple est donne dans le texte. 

Sauf indication contraire, les souches baaeriennes utilisees sont E. coli 
MC1060 QadPOZYA, X74, gaJU, galK, 5fi;A r ), ou E. coli TGI (la£, rjiQA,B. SffiE, 
lhL i5dD5 / FlnD36. pcqA + B + , laiW. lasZ, M15). 
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Les souches de levures utilisees appartiennem aux levures bourgeonnantes et 
plus particulieremem aux levures du genre Kluweromvces , Les souche K. lactis 
MW98-8C (a, mA, ars. ijs, K+ P KD1°) et K. lacris CBS 293.91 ont ete 
particulieremem utilisees; un echantillon de la souche MW98-8C a ete depose le 16 
Septembre 1988 au Cemraalbureau voor Schimmelkulturen (CBS) a Baarn (Pays 
Bas) ou il a ete enregistre sous le numero CBS 579.88. 

Une souche bact&ienne (E. coli) transformee avec le plasrnide pET-8c52K a 
ete deposee le 17 Avril 1990 aupres de 1' American Type Culture Collection sous le 
numero ATCC 68306. 

+ 

Les souches de levures transformees par les pi asm ides d'expression codant 
pour les proteines de la presente invention sont cultivees en erlenmeyers ou en 
fermenteurs pilotes de 21 (SETRIC, France) a 28°C en milieu riche (YPD: 1% veast 
extract, 2% Bactopeptone, 2% glucose; ou YPL: 1% yeast extract, 2% Bactopeptone. 
2% lactose) sous agitation constante. 

EXEMPLE 1 : COUPLAGE EN C-TERMINAL DE LA SAH 

Le plasrnide pYG404 est decrit dans la demande de brevet EP 361 991. Ce 
plasrnide comporte un fragment de restriction Hind lll codant pour le gene de la 
prepro-SAH precede des 21 nucleotides naturellement presents immediatement en 
amont de TATG initiateur de traduction du gene PGK de S. cerevisiae . La sequence 
nucleotidique de ce fragment de restriction est incluse dans celle de la Figure 2. Le 
site Mstfl localise dans la sequence codante, a trois residus du codon specifiant la fin 
de traduction est parti culierement utile com me site de clohage d'un peptide 
biologiquement actif que Ton desire coupler en phase traductionnelle en C-terminal 

« 

de la SAH. Dans un mode de realisation particulier, il est utile d'utiliser des peptides 
dont la sequence est codee par un fragment de restriction Mstn- Hindm du type : 5'- 
CCTTAGGCTTA [3xN] p TAAGCTT -3 1 . la sequence codant le peptide (p residus) 
biologiquement actif est [3xN] p ). La ligature de ce fragment avec le fragment de 
restriction Hindlll-MstH correspondant a la totalite du gene codant pour la SAH a 
1'excepuon des trois acides amines les plus C-terminaux (residus leucine-glycine- 
leucine) genere un fragment de restriction Hind lll comportant un gene hybride 
codant pour une proteine chimere du type SAH -PEPTIDE (Figure 1, panneau A), 
immediatement precedee de la region d'exportation "prepro" de la SAH. Dans un 
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autre mode de realisation, le peptide biologiquement actif peut etre present plus 
d'une f ois dans la chimere. 

EXEMPLE 2 : COUPLAGE EN N-TERMINAL DE LA SAH 

Dans un mode realisation particulier, les techniques combinees de 
5 mutagenese dirigee et ^amplification PCR permettent de construire des genes 
hybrides codant pour une proteine chimere resultant du couplage traductionnel entre 
un peptide signal (et par exemple la region prepro de la SAH), une sequence incluant 
le peptide biologiquement actif et la forme mature de la SAH ou un de ses variants 
molecul aires. Ces genes hybrides sont preferentiellement bordes en 5 1 de l'ATG 
10 initiateur de traduction et en 3' du codon de fin de traduction par des sites de 
restriction Hi n d in et codent pour des proteines chimeres du type PEPTIDE- SAH 
(Figure 1, panneau B). Dans un mode realisation encore plus particulier, le peptide 
biologiquement actif peut etre present plus d'une f ois dans la chimere. 

EXEMPLE 3 : COUPLAGE EN N- ET C-TERMINAL DE LA SAH 

15 Les techniques combinees de mutagenese dirigee et d'amplification PCR 

decrites dans les exemples 1 et 2 permettent de construire des genes hybrides codant 
pour une proteine chimere resultant du couplage traductionnel entre la forme mature 
de la SAH, ou un de ses variants moleculaires, et un peptide biologiquement actif 
couple aux extremites N- et C-terminales de la SAH. Ces genes hybrides sont 

20 preferentiellement bordes en 5' de l'ATG initiateur de traduction et en 3' du codon de 
fin de traduction par des sites de restriction Hind lTI et codent pour des proteines 
chimeres du type PEPTIDE'S AH-PEPTEDE (Figure 1, panneau C), imraediatement 
precedees de la region d'exportation "prepro" de la SAH. Dans un mode realisation 
encore plus particulier, le peptide biologiquement actif peut etre present plus d'une 

25 fois dans la chimere. 



* 
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EXEMPLE 4 : PLASM IDES D'EXPRESSION 

* 

Les proteines chimeres des exemples precedents peuverit etre exprimees dans 
les levures a partir.de promoteurs fonctionnels, regulables ou constitutifs, tels que, 
par exemple, ceux presents dans les plasmides pYG105 (promoteur LAC 4 de 
5 Kluweromvces lactis) . pYG106 (promoteur E£K de Saccharomvces cerevisiae). 
pYG536 (promoteur PHQ 5 de S.cerevisiae) . ou des promoteur hybrid es tels que 
ceux droits dans la demande de brevet EP 361 991. Les plasmides pYGlOS et 
pYG106 sont ici particulierement utiles car ils permettent 1'expression des genes 
codes par les fragments de restriction Hind lll tel que decrits dans les exemples 

10 precedents et clones dans le site Hind lll et dans l'orientation productive (definie 
comme Forientation qui place la region "prepro" de l'albumine de fa^on proximale 
par rapport au promoteur de transcription) , a partir de promoteurs f onctionnels chez 
K.lactis. regulables (pYG105) ou constitutifs (pYG106). Le plasmide pYGlOS 
correspond au plasmide pKan707 decrit dans la demande de brevet EP 361 991 dans 

15 lequel le site de restriction Hind lll unique et localise dans le gene de resistance a la 
geneticine (G418) a ete detruit par mutagenese dirigee tout en conservant une 
proteine inchangee (oligodeoxynucleotide 5*-G AAATGC ATA AGCTCTTG CC ATT- 
CTCACCG-3 , ). Le fragment Sall-SacI codant pour le gene URA 3 du plasmide mute 
a ete ensuite remplace par un fragment de restriction Sall-SacI comportant une 

20 cassette d'expression constitute du promoteur LAC4 de K. lactis (sous la forme d'un 

fragment Sall- Hind lll) et du terminateur du gene PGK de S. cerevisiae (sous la 

forme d'un fragment Hind lll- Sad). Le plasmide pYGlOS est mitotiquement tres 

» 

stable chez les levures Kluyveromyces et une carte de restriction en est donnee a la 

« 

Figure 3. Les plasmides pYGlOS et pYG106 ne different entre eux que par la nature 
25 du promoteur de transcription encode par le fragment gal l- Hind lll. 

EXEMPLE 5 : TRANSFORMATION DES LEVURES 

* 

La transformation des levures appartenant au genre Kluyveromvces . et en 

particulier les souches MW98-8C et CBS 293.91 de K. lactis . s'effectue par exemple 

par la technique de traitement des cellules entieres par de l'acetate de lithium [Ito H. 

' 30 et al., J. Baaeriol. 151 (1983) 163-168], adaptee comme suit. La croissance des 

cellules se fait a 28°C dans 50 ml de milieu YPD, avec agitation et jusqu'a une 
^ densite optique a 600 nm (D06qo) comprise entre 0,6 et 0,8; les cellules sont 



* 
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recoltees gar centrifugation a faible vitesse, lavees dans une solution sterile de TE 
(10 mM Tris HQ pH 7,4; 1 mM EDTA), resuspendues dans 3-4 ml d'acetate -lithium 
(0.1 M dans du TE) pour obtenir une densite celiulaire d'environ 2 x 10 8 cellules/ml, 
puis incubees a 30°C pendant 1 heure sous agitation moderee. Des aliquotes de 0,1 
5 ml de la suspension resultante de cellules competentes sont incubes i 30°C pendant 1 
heure en presence d'ADN et a une concentration finale de 35% de polyethylene 
glycol (PEG4000- Sigma). Aprfcs un choc thermique de 5 minutes a 42°C, les 

cellules sont lavees 2 fois. resuspendues dans 0,2 ml d'eau sterile et incubees 16 
heures a 28°C dans 2 ml de milieu YPD pour permettre l'expression phenotypique du 
10 gene de resistance au G418 exprime sous controle du promoteur P^i (cf. EP 361 

991); 200 \j1 de la suspension celiulaire sont ensuite Stales sur boites YPD selectives 
(G418, 200 ^ig/ml). Les boites sont mises a incuber a 28°C et les transform ants 
apparaissent apres 2 a 3 jours de croissance celiulaire. 

EXEMPLE 6 : SECRETION DES CHIMERES 

15 Apres selection sur milieu riche supplements en G418 les clones 

recombinants sont testes pour leur capacite a secreter la forme mature des proteines 
chimeres. Quelques clones correspondant a la souche CBS 293.91 ou MW98-8C 
transformee par les plasmides ^expression des chimeres entre la SAH et la partie 
biologiquement active sont mis a incuber en milieu YPD ou YPL a 28°C. Les 

20 surnageants cellulaires sont recuperes par centrifugation quand les cellules atteignent 
la phase stationnaire de croissance, eventuellement concentres 10 fois par 
precipitation pendant 30 minutes a -20°C dans une concentration finale de 60% 
d'ethanol, puis testes apres electrophorese en gel SDS-PAGE a 8.5%, soit 
directement par coloration du gel par du bleu de coomassie, soit apres immunoblot 

25 en utilisant des anticorps primaires diriges contre la partie biologiquement active ou 
un serum polyclonal de lapin dirige contre la SAH. Lors des experiences de detection 
immunologique, le filtre de nitrocellulose est d'abord incube en presence des 
anticorps primaires specifiques, lave plusieurs fois, incube en presence d'anticorps de 
chevre diriges contre les anticorps primaires, puis incube en presence d'un complexe 

30 avidine-peroxydase en utilisant le "kit ABC" distribu6 par Vectastain (Biosys S.A., 
Compiegne, France). La reaction immunologique est ensuite revelee par addition de 
oiamino^.J benzidine tetrachlorydrate (Prolabo) en presence d'eau oxygenee, selon 
les recommandations du fabricant 
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EXEMPLE 7 : CHI MERES DERIVEES DU FACTEUR VON WILLEBRAND 

E.7 J. Fragments antagonizes de la fixation du vWF aux plaquettes. 

E.7.1.1. Residus Thr470-Val713 du vWF. 
Le plasmide pET-8c52K comporte un fragment du cDNA du vWF codant 
5 pour les residus 445 a 733 du vWF humain et inclus done plusieurs determinants 
cruciaux de l'interaction entre le vWF et les plaquettes d'une part, et certains 
elements de la membrane basale et du tissu sous-endothelial d'autre part, et 
notamment les peptides G10 et D5 antagonistes de l'interaction entre vWF et GPlb 

* 

[Mori H. et aL, J. Biol. Chem. 262 (1988) 17901-17904], Cette sequence peptidique 
10 est identique a la sequence correspondante decrite par Titani et al. [Biochemistry 25 
(1986) 3171-3184]. L'amplification de ces determinants genetiques peut etre realisee 
a partir du plasmide pET-8c52K, par exemple par la technique ^amplification PCR, 
en utilisant comme amorce des oligodeoxynucleotides codant pour des residus 

■ 

contigus localises de part et d'autres de la sequence a amplifier. Les fragments 
15 amplifies sont ensuite clones dans des vecteurs du type Ml 3 en vue de leur 
verification par sequen$age en utilisant soit les amorces universelles situees de part 
et d'autre du multisite de clonage, soit des oligodeoxynucleotides specifiques de la 
region amplifiee du gene du vWF dont la sequence de plusieurs isomorphes est 
connue [Sadler J.E. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. £2 (1985) 6394-6398; Verweij C.L. 
20 et al., EMBO J. 5 (1986) 1839-1847; Shelton-Inloes B.B. et al. t Biochemistry 25 
(1986) 3164-3171; Bonthron D. et al., Nucleic Acids Res. 17 (1986) 7125-7127]. 
Ainsi, ramplification PCR du plasmide pET-8c52K avec les oligodeoxynucleotides 
^r.rrfiGGATC CCTTAGG CTTAACCTGTGAAGCCTGC-3' (Sql969, le site 



Msin est souligne) et S'-CCCGGGATCCAAQCEEAGACTTGTGCCATGTCG 
25 (Sq2029 ( le site Hind lll est souligne) genere un fragment de restriction M3 
Hind m incluant les residus Thr470 a Val713 du vWF (Figure 4 f panneau E). : 
ligature de ce fragment avec le fragment de restriction Hind lll- Mst U correspond an 
la totalite du eene codant rx)ur la SAH a l'exception des trois acides amines les pi 



C-terminaux (cf. Figure 2) genere un fragment de restriction Hindlll comportant un 
gene hvbride codant pour une proteine chimere du type SAH-PEPTIDE (Figure 1, 



ie la region d'exportation 
dans l'orientation produi 



Hindm du plasmide 
(SAH-vWF470-713). 



WO 93/15199 '* PCT/FR93/00085 

20 

E.7.1.2. Variants moleculaires: 
Dans un autre mode de realisation, ie site de liaison du vWF est un peptide 
incluant les residus Thr470 a Asp498 du vWF mature. Cette sequence inclus le 
peptide G10 (Cys474-Pro488) decrit par Mori et aL [J. BipL Chem. 262 (1988) 

5 17901-17904] et capable d'antagoniser rinteraction du vWF humain a la GPlb des . 
plaquettes humaines. La sequence correspondant au peptide G10 est d'abord incluse 
dans un fragment de restriction Mstll -Hindl ll (Figure 4, panneau B), par exemple 
par amplification PCR du plasmide pET-8c52K avec les oligodeoxynucleotides 
Sql969 et ^.PrrGGG ATC C A AGCTTA GTCCTCC ACATACAG-3' (Sql970. le 

10 site Hindi n est souligne), ce qui genere un fragment de restriction M&n-HindIII 
incluant le peptide G10, et dont la sequence est: 5'-CCTTAGGCTCAACCTGTGA- 
AGCCTGCCAGGAGCCGGGAGGCCTGGTGGTGCCTCCCACAGATGCC- 
CCGGTG A.OCCCC appa CTCTCtT A TGTGG AGG AC T A A G CTT - 3 1 (la sequence 
codant pour le peptide G10 est en caracteres gras). La ligature de ce fragment avec le 

15 fragment de restriction Hindl ll- Mstl l correspondant a la totalite du gene codant pour 
la SAH & 1'exception des trois acides amines les plus C-terminaux (cf. Figure 2) 
genere un fragment de restriction Hindi n comportant un gene hybride codant pour 
une proteine chimere du type SAH-PEPTTDE (Figure 1 , panneau A) , immediatement 
precedee de la region d'exportation "prepro" de la SAH. Ce fragment de restriction 

20 est clone dans Torientation productive dans le site Hindlll du plasmide pYG105, ce 
qui genere le plasmide ^expression pYG1214. 

Dans un autre mode de realisation, le site de liaison du vWF a la GPlb est 
directement concu a 1'aide rfoligodeoxynucleotides synthetiques, et par exemple les 
oHgodeoxynucleotides y-TTAGGCCTCTGTGACCTTGCCCCTG- 

25 AAGCCCCTCC^CCTACTCTGCCCCCCTAAGCTTA-3 , et S^GATC- 
TAAGCTTAGGGGGGCAGAGTAGGAGGAGGGGCTTCAGGGGCAAGGTC- 
ACAGAGGCC-3*. Ces oligodeoxynucleotides forment en s'appariant un fragment de 
restriction Mstfl-Bgin incluant le fragment MstH-Hilldin (Figure A, panneau C) 
correspondant au peptide D5 defini par les residus Leu694 i Pro708 du vWF. La 

30 ligature du fragment Mstll- Hind lll avec le fragment de restriction HindHI-Msin 
correspondant a la totalite du gene codant pour la SAH & Texception des trois acides 
amines les plus C-terminaux (cf . Figure 2) genere un fragment de restriction HindJII 
comportant un gene hybride codant pour une proteine chimere du type SAH- 
PEPTTDE (Figure 1, panneau A), immediatement precedee de la region d'exportation 
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"prepro" de la SAH. Ce fragment de restriction est clone dans Torientation 
productive dans le site Hindl ll du piasmide pYGlOS, ce qui genere le plasmide 
d'expression pYG1206. 

Des variants utiles du plasmide pET-8c52K sent deletes par mutagenese 
5 dirigee entre les peptides G10 et D5 t par exemple des sites de fixation au collagene, 
et/ou a l'heparine, et/ou a la botrocetine , et/ou aux sulfatides et/ou a la ristocetine. 
Un exemple est le plasmide pMMB9 delete par mutagenese dirigee entre les residus 
Cys509 et Ile662. L'amplification PCR de ce plasmide avec les 
oligodeoxynucleotides Sql969 et Sq2029 genere un fragment de restriction Mst ll- 
10 Hindlll (Figure 4, panneau D) incluant les residus Thr470 a Tyr508 et Arg663 a 
Val713 et en particulier les peptides G10 et D5 du vWF et delete en particulier de 
son site de fixation au collagene localise entre les residus Glu542 et Met622 [Roth 

GJ. et al. Biochemistry 25 (1986) 8357-8361]. La ligature de ce fragment avec le 
fragment de restriction Hind lll- MstH correspondant a la total ite du gene cod ant pour 

15 la SAH a Texception des trois acides amines les plus. C-terminaux (cf. Figure 2) 
genere un fragment de restriction Hind lll comportant un gene hybride cod ant pour 
une proteine chimere du type SAH-PEPTIDE (Figure 1, panneau A), immediatement 
precedee de la region d'exportation "prepro" de la SAH. Ce fragment de restriction 
est clone dans l'orientation productive dans le site Hind in du plasmide pYG105, ce 

20 qui genere le plasmide d'expression pYG1223. 

Dans d'autres modes de realisation, l'utilisation des techniques combinees de 
mutagenese dirigee et d'amplification PCR permet de generer a volonte des variants 
du fragment de restriction Mst U- Hind lll du panneau A de la Figure 4 mais deletes 
d'un ou plusieurs sites de fixation aux sulfatides et/ou a la botrocetine et/ou a 

25 Theparine et/ou au collagene, et/ou substitue par tout residu implique dans 
Temergence de pathologies de type IIB associee au vWF. 

Dans d'autres variants utiles du plasmide pET-8c52K des mutations sent 
introduites, par exemple par mutagenese dirigee, pour remplacer ou supprimer tout 
ou partie de Tensemble des cysteines presentes aux positions 471, 474, 509 et 695 du 

30 vWF humain, Des exemples particuliers sont les plasmides p5E et p7E dans lesquels 
les cysteines presentes aux positions 471 et 474 d'une part et aux positions 471, 474, 
509 et 695 d'autre part ont ete respectivement remplaces par des residus glycine. 
* L'amplification PCR de ces plasmides avec les oligodeoxynucleotides Sq2149 (5'- 

CCCGGGATC CCTTAGG CTTAACCGGTGAAGCCGGC-3'. le site Mst H est 
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permet de generer des fragments de restriction Msff 



incluant les residus Thr470 a Val713 du vWF naturel a I'exception qu'au moins les 
residus cysteine aux positions 471 et 474 ont ete mutes en des residus glycine. La 
ligature de ces fragments avec le fragment de restriction HmdlH-Mstn correspond ant 

5 a la totalite du gene codant pour la SAH a Texception des trois acides amines les plus 
C-terminaux (cf . Figure 2) genere un fragment de restriction Hindm comportant un 
gene hybride codant pour une proteine chimere du type SAH-PEPTIDE (Figure 1, 
panneau A), immediatement precedee de la region d'exportation "prepro" de la SAH. 
Ces fragments de restriction sont clones dans Vorientation productive dans le site 

10 Hind m du plasmide pYG105, ce qui genere les plasmides d'expression pYG1283 
(chimere SAH-vWF470-713, C471G. C474G) et pYG1279 (chimere SAH-vWF470- 

713, C471G, C474G, C509G, C695G). 

D'autres mutations particulierement utiles concernent au moins un residu 
implique dans des pathologies de type IIB associees au vWF (augmentation de 
15 l'affinite intrinseque du vWF pour ia GPlb), comme les residus Arg543 f Arg545, 
Trp550, Val551, Val553 f Pro574 ou Arg578 par exemple. Les techniques de 
* recombinaison genetique in vitro permettent egalement d'introduire a volonte un ou 
des residus supplementaires dans la sequence du vWF et par exemple une methionine 
surnumeraire entre les positions Asp539 et Giu542. 

20 E.7.2. Fragments antagonistes de la fixation du vWF au sous 

endothelium. 

Dans un mode de realisation parti oilier, les sites de liaison du vWF aux 
composants du tissu sous-endotheliai, et par exemple du collagene, sont generes par 
amplication PCR du plasmide pET-8c52K l par exemple avec les 

25 oligodeoxynucleotides Sq2258 (5'-GGAT£CEEAGGGCTG- 

TGCAGCAGGCTACTGGACCTGGTC-3 1 , le site Mstfl est souUgne) et Sq2259 (5 1 - 
GAATTCAASCUAACAGAGGTAGCTAACGATCTCGTCCC-3 , f le site fiindm 
est souligne), ce qui genere un fragment de restriction Msgl-HindHI codant pour les 
residus Cys509 a Cys695 du vWF nature!. Des variants moleculaires de deletion ou 

30 modifies sont egalement generes qui component toute combinaison souhaitable entre 
les sites de fixation du vWF aux sulfatides et/ou a la botrocetine et/ou a Theparine 
et/ou au collagene et/ou tout residu responsable tfune modification de l'affinite du 
vWF pour la GPlb (pathologies de type II associee au vWF). Dans un autre mode de 
realisation, le domaine capable de se fixer au collagene peut egalement provenir du 
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fragment du vWF compris entre les residus 911 et 1114 et decrit par Pareti et al. [J. 
Biol. Chem. (1987) 2£2: 13835-13841]. La Ligature de ces fragments avec le 
fragment de restriction Hind ffl- Mst ll correspondant a la totalite du gene codant pour 
la SAH a l'exception des trois acides amines les plus C-terminaux (cf . Figure 2) 
5 genere des fragments de restriction Hind UI comportant un gene hybride codant pour 
une proteine chimere du type SAH-PEPTIDE (Figure 1 , panneau A) , immediatement 
precedee de la region d'exportation "prepro 1 * de la SAH. Ces fragments de restriction 
sont clones dans Torientation productive dans le site Hind III du plasmide pYG105, 
ce qui genere les plasmides d'expression correspondants, et par exemple le plasmide 
10 pYG1277 (SAH-vWF509-695). 

£.7.3. Purification et caracterisation moleculaire des chi meres entre 
SAH et vWF. 

Les chimeres presentes dans les surnageants de culture correspondant a . la 
souche CBS 293.91 transformee, par exemple par les plasmides d'expression selon 

15 les exemples E.7.1. et E.7.2., sont caracterisees dans un premier temps a 1'aide 
d'anticorps specifiques de la partie SAH et de la partie vWF. Les resultats des 
Figures 5 a 7 demontrent que la levure K. lactis est capable de secreter des proteines 
chimeres entre la SAH et un fragment du vWF, et que ces chimeres sont 
immunologiquement reactives. II peut etre egalement souhaitable de purifier 

20 certaines de ces chimeres. La culture est alors centrifugee (10000 g, 30 min), le 
surnageant est passe a travers un filtre de 0,22 mm (Millipore), puis concentre par 
ultrafiltration (Amicon) en utilisant une membrane dont le seuil de discrimination se 
situe a 30 kDa. Le concentrat obtenu est alors dialyse contre une solution de Tris 
HC1 (50 mM pH 8) puis purifie sur dolonne. Par exemple, le concentrat 

25 correspondant au surnageant de culture de la souche CBS 293.91 transformee par le 
plasmide pYG1206 est purifiee par chromatographic d'affinite sur Bleu-Trisacryl 
(IBF). Une purification par chromatographic d'echange d'ions peut egalement etre 
utilisee. Par exemple dans le cas de la chimere SAH-vWF470-713, le concentrat 
obtenu apres ultrafiltration est dialyse contre une solution de Tris HQ (50 mM pH 

30 8) f puis depose par fractions de 20 ml sur une colonne (5 ml) echangeuse de cations 
(S Fast Flow, Pharmacia) equilibree dans le meme tampon. La colonne est alors 
lavee plusieurs fois par la solution de Tris HC1 (50 mM pH 8) et la proteine chimere 
est alors eluee de la colonne par un gradient (0 a 1 M) de NaCl. Les fractions 
contenant la proteine chimere sont alors reunies et dialysees contre une solution de 



* 
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Tris HC1 50 mM (pH 8) puis redeposees sur colonne S Fast Flow. Apres elution de la 

colonne, les fractions comenant ia proteine sont reunies, dialysees contre de 1'eau et 

_ lyophilisees avant caracterisation: par exemple, le sequengage (Applied Biosysrern) 

de la proteine [SAH-vWF47Q-704 C471G, C474G] secretee par la Ievure CBS 

5 293.91 donne la sequence N-terminale attendue de la SAH (Asp-Ala-His...), 

demontrant une maturation correcte de la chimere immediatement en C-terminal du 

doublet de residus Arg-Arg de la region "pro" de Ia SAH (Figure 2). Le caractere 

essentiellement rnonomerique des proteines chimeres entre SAH et vWF est 

egalement confirme par Ieur profil d'elution sur colonne TSK 3000 [Toyo Soda 

10 Company, equilibree par une solution de cacodylate (pH 7) coritenant 0,2 M de 
Na2S04] : par exemple la chimere [SAH-vWF 470-704 C471G, C474G] se 

comporte dans ces conditions comme une proteine de poids moleculaire apparent de 
95 kDa demontrant son caractere rnonomerique. 

EXEMPLE 8 : CHIMERES DERIVEES DE L'UROKINASE 

15 E.8.1. Constructions. 

Un fragment correspondant au fragment amino-terminal de l'urokinase (ATF: 
domaine EGF-like + domaine kringle) peut etre obtenu a partir de TARN messager 
correspondant des cellules de certains carcinome humain, par exemple en utilisant le 
kit RT-PCR distribue par Pharmacia. Un fragment de restriction Mst TI- Hind in 

* 

20 incluant 1'ATF de l'urokinase humaine est donne a la Figure 8. La ligature du 
fragment Hindlll-Mstll du plasmide pYG404 avec ce fragment Mst ll- Hind in permet 
de generer le fragment Hind lll du plasmide pYG1341 qui code pour une proteine 
chimere dans laquelle la molecule de SAH est genetiquement couplee a T ATF (SAH- 
UK1->135). De fagon similaire, le plasmide pYG1340 contient un fragment Hind lll 

25 codant pour une chimere composee de la SAH immediatement suivi par les 46 
premiers residus de Turokinase humaine (SAH-UKl->46, cf. Figure 8). Le clonage 
dans l'orientation productive du fragment de restriction Hind lll du plasmide 
pYG1340 (SAH-UKl->46) dans le site Hind ll! des- plasmides pYG105 (LA£4) et 
pYG106 (PGK) genere les plasmides d'expression pYG1343 et pYG1342 f 

30 respecuvemenL De facon similaire, le clonage dans l'orientation productive du 
fragment de restriction Hind lll du plasmide pYG1341 (SAH-UK1->135) dans le site 
Hind m des plasmides pYG105 (LAC 4) et pYG106 (PGK) genere les plasmides 
d'expression pYG1345 et pYG1344, respectivement. 



WO 93/15199 



PCT/FR93/000S5 



25 



£.8.2. Secretion des hybrides. 

Apres selection sur milieu riche supplement^ en G418 ' ies clones 
recombinants sont testes pour leur capacite a secreter la forme mature des proteines- 
chimeres SAH-UK. Quelques clones correspondant a la souche K. lactis CBS 293.91 

5 transformee par les plasmides d'expression selon Texemple E.9.1. sont mis a incuber 
en milieu liquide complet selectif a 28°C. Les surnageants cellulaires sont alors 
testes, apres electrophorese en gel d'acrylamide a 8.5 %, soit direaement par 
coloration du gel au bleu de coomassie, soit apres immunoblot en utilisant comme . 
anticorps prima ires un serum polyclonal de lapin dirige contre 1'albumine humaine 

10 ou contre rurokinase humaine. Les resultats de la Figure 9 demontrent que les 
proteines hybrides SAH-UKl->46 et SAH-UK1->135 sont particulierement bien 
secretees par la levure Kluweromvces . 

£.8.3. Purification des chimeres entre SAH et urokinase. 

Apres centrifugation d'une culture de la souche CBS 293.91 transformee par 

15 . les plasmides d'expression selon Texemple E.8.I., le surnageant de culture est passe a 
travers un filtre de 0,22 mm (Millipore), puis concentre par ultrafiltration (Amicon) 
en utilisant une membrane dont le seuil de discrimination se situe a 30 kJDa. Le 
concentrat obtenu est alors ajuste a 50 mM Tris HC1 a partir d'une solution stock de 
Tris HC1 1M (pH 7), puis depose par fractions de 20 ml sur une colonne (3 ml) 

20 echangeuse d'anions (D-Zephyr, Sepracor) equilibree dans le meme tampon. La 
proteine chimere (SAH-UKl->46 ou SAH-UK1->135) est alors eiuee de la colonne 
par un gradient (0 a 1 M) de NaCl. Les fractions contenant la proteine chimere sont 
alors reunies et dialysees contre une solution de Tris HC1 50 mM (pH 6) et 
redeposees sur colonne D-Zephyr equilibree dans le meme tampon. Apres elution de 

25 la colonne, les fractions contenant la proteine sont reunies, dialysees contre de l'eau 
et lyophilisees avant caracterisation de leur activite biologique et notamment vis a 
vis de leur aptitude a dSplacer rurokinase de son recepteur cellulaire. 

EXEMPLE 9 : CHIMERES DERIVEES DU G-CSF 

E.9.1. Constructions. 
30 E.9.1. 1. Couplage en C-terminal de la SAH. 

Un fragment de restricuon Mst ll- Hind lH incluant la forme mature du G-CSF 
humain est genere, par exemple selon la strategie suivante : un fragment de 
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restriction Kpn I -Hind lH est d'abord obtenu par la technique ^amplification 
enzymatique PCR en utilisant les oligodeoxynucleotides Sq2291 (5'- 
CAAGGATCC AAGCTT CAGGGCTGCGCAAGGTGGCGTAG-3 1 . le site HindlH 
est souligne) et Sq2292 (S'-CGG GGTACCT TAGGCTTAACCCCCCTG- 

5 GGCCCTGCCAGC-3\ le site Kpnl est souligne) comme amorce sur le plasmide 
BBG13 servant comme matrice. Le plasmide BBG13 comporte le gene.codant pour 
la forme B (174 acides amines) du G-CSF mature humain, obtenu aupres de British 
Bio-technology Limited, Oxford, England. Le produit d'amplification enzymatique 
d'environ 550 nucleotides est ensuite digere par les enzymes de restriction Kpn l et 

10 Hind in et clone dans le vecteur pUC19 coupe par les memes enzymes, ce qui genere 
le plasmide recombinant pYG1255. Ce plasmide est la source d'un fragment de 
restriction Mst ll- Hind lll permettant de fusionner le G-CSF immediaternent en aval 
de la SAH (chimere SAH-G.CSF) et dont la sequence nucleotidique est donnee a la 
Figure 10. 

15 II peut etre egalement souhaitable d'inserer un linker peptidique entre la partie 

SAH et G-CSF, par exemple pour permettre une meilleure presentation fonctionnelle 
de la partie transductrice. Un fragment de restriction Mst ll -Hmd HI .est par exemple 
genere par substitution du fragment Mstll -Apa l du plasmide pYG1255 par les 
oligodeoxynucleotides Sq2742 fSiTTAGGCTTAGGTGGTGGCGGTACCCCCC- 

* 

20 TGGGCC-3', les codons codant pour les residus glycine de ce linker particulier sont 
soulignes) et Sq2741 (S'-CAGGGGGGTACCGCCACCACCTAAGCC-S') qui 
forment en s'appariant un fragment Mst ll -Apa l. Le plasmide ainsi genere comporte 
done un fragment de restriction Mst ll -Hind lll. dont la sequence est identique a celle 
de la Figure 10 a Texception du fragment Mst ll -Apa l. 

25 La ligature du fragment Hind HI-MstH du plasmide pYG404 avec le fragment 

Mstll-HinjTTT du plasmide pYG1255 permet de generer le fragment Hind in du 
plasmide pYG1259 qui code pour une proteine chimere dans laquelle la forme B du 
G-CSF mature est positionnee par couplage gen^tique en phase traductionnelle en C- 
terminal de la molecule de SAH (SAH-G.CSR . 

30 Un fragment de restriction Hind lll identique a Texception du fragment Mstl l- 

Apa l peut egalement etre facilement genere et qui code pour une proteine chimere 
dans laquelle la forme B du G-CSF mature est positionnee par couplage gen&ique en 
phase traductionnelle en C-terminal de la molecule de SAH et d'un linker peptidique 
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particulier. Par exemple ce linker est consume de 4 residus glycine dans le fragment 
Hindlll du plasmide pYG1336 (chimere SAH-Gly4-G.CSF). 

Le fragment de restriction Hind lll du plasmide pYG1259 est clone dans 
l'oriemation productive et dans le site de restriction Hind lll du plasmide depression 
5 pYG105, ce qui genere le plasmide d'expression pYG1266 (SAH-G.CSF). Dans une 
autre exemplification, le clonage du fragment de restriction Hindlll du plasmide 
pYG1259 dans 1'orientation productive et dans le site HindHI du plasmide pYG106 
genere le plasmide pYG1267. Les plasmides pYG1266 et pYG1267 sont isogeniques 
entre eux a I'exception du fragment de restriction Sall- Hind lH codant pour le 
10 promoteur LAC 4 de K. lactis (plasmide pYG1266) ou le promoteur PGK de fL. 
cerevisiae (plasmide pYG1267). 

Dans une autre exemplification, le clonage dans 1'orientation productive du 
fragment de restriction Hind lll du plasmide pYG1336 (chimere SAH-Gly4-G.CSF) 

dans le site Hind lD des plasmides pYG105 (LA£4) et pYG106 (PGK) genere les 

15 plasmides d'expression pYG1351 et pYG1352, respectivement. 

E.9.1.2. Couplage en N-terminal de la SAH. 
Dans un mode realisation particulier, les techniques .combinees de 
mutagenese dirigee et d'amplification PCR permettent de construire des genes 
hybrides codant pour une proteine chimere resultant du couplage traductionnel entre 

20 un peptide signal (et par exemple la region prepro de la SAH), une sequence incluant 
un gene ayant une activite G-CSF, et la forme mature de la SAH ou un de ses 
variants moleculaires (cf. chimere du panneau B, Figure 1). Ces genes hybrides sont 
preferentiellement bordes en 5' de l'ATG initiateur de traduction et en 3' du codon de 
fin de traduction par des sites de restriction BinjJIII. Par exemple l'oligodeoxy- 

25 nucleotide Sq2369 ^^^TTPTArrtrrAr^CTTGriGCAGCCCGGTGGAGGCGGT- 
GATGCACACAAGAGTGAGGTTGCTCATCGG-3 , , les residus soulignes 
(optionnels) correspondent dans cette chimere particuliere a un linker peptidique 
compose de 4 residus glycine) permet par mutagenese dirigee de mettre en phase 
traductionelle la forme mature du G-CSF humain du plasmide BBG13 

30 immediatement en amont de la forme mature de la SAH, ce qui genere le plasmide 
intermediaire A. De fa$on similaire, I'utilisation de roligodeoxynucleotide Sq2338 
r^ rAGGGAGCTGGCAGG GrGCAGGGGGGTTCGACGAAACACACCCCTG- 

'' GAATAAGCCGAGCT-S' (brin non codant), les nucleotides complementaires aux 

nucleotides codant pour les premiers residus N-terminaux de la forme mature du G- 
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CSF humain sont soulignes] permet par mutagenese dirigee de coupler en phase 
traductionnelle de lecture la region prepro de la SAH immediatement en amom de la 
forme mature du G-CSF humain, ce qui genere le plasmide intermediaire B. On 
genere ensuite un fragment Hindm codant pour une proteine chimere du type 

5 PEFITDE-SAH (cf. Figure 1, panneau B) en associant le fragment HindTII-Sstf du 
plasmide B (jonction region prepro de la SAH + fragment N-terminal du G-CSF 
mature) avec le fragment Sstl-HindlH du plasmide A (jonction G-CSF mature- 
(glycine) X 4-S AH mature]. Le plasmide pYG1301 contient ce fragment de restriction 
Hinrf TTT particulier codant pour la chimere G.CSF-Gly4-SAH fusionnee 

10 • immediatement en aval de la region prepro de la SAH (Figure 11). Le clonage de ce 
fragment de restriction Hind m dans Indentation productive et dans le site HindHI 
des plasmides pYG105 (LAC4 ) et pYG106 (PGK) genere les plasmides d'expression 
pYG1302 et pYG1303, respectivement 

E.9.2. Secretion des hybrides. 

15 Apres selection sur milieu riche supplement^ en G418 les clones 

recombinants sont testes pour leur capacite a secreter la forme mature des proteines 
chimeres entre SAH et G-CSF. Quelques clones correspondant a la souche K. lactis 
CBS 293.91 transformee par les plasmides pYG1266 ou pYG1267 (SAH-G.CSF), 
pYG1302 ou pYG1303 (G.CSF-Gly4-SAH) ou encore pYG1351 ou pYG1352 

20 (SAH-Gly4-G.CSF) sont mis a incuber en milieu liquide complet selectif a 28° C. 
Les surnageants cellulaires sont alors testes apres electrophorese en gel d'acrylamide 
a 8.5 %, soit directement par coloration du gel au bleu de coomassie, soit apres 
immunoblot en utilisant comme anticorps primaires des anticorps polyclonaux de 
lapin diriges contre le G-CSF humain ou un serum polyclonal de lapin dirig§ contre 

25 1'albumine humaine. Les resultats de la Figure 12 demontrent que la proteine hybride 
SAH-G.CSF est reconnue a la fois par des anticorps diriges contre 1'albumine 
humaine (panneau C) et le G-CSF humain (panneau B). Les resultats de la Figure 13 
indiquent que la chimere SAH-Gly4-G.CSF (piste 3) est particulierement bien 

secretee par la levure Kluweromvces. possiblement du fait que la presence du linker 
30 peptidique entre partie SAH et partie G-CSF est plus favorable a un repliement 
independant de ces 2 parties lors du transit de la chimere dans la voie secretoire. De 
plus la fusion N-terminale (G.CSF-Gly4-SAH) est egalement secretee par la* levure 

Kluweromvces (Figure 13, piste 1). 
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£.9.3. Purification et caracterisation moleculaire des chim eres entre 
SAH et G-CSF. 

Apres centrifugaiion d'une culture de la souche CBS 293.91 transformee par 
les plasmides d t expression selon l'exemple E.9.I., le surnageant de culture est passe a 

5 travers un filtre de 0,22 mm (Millipore), puis concentre par ultrafiltration (Amicon) 
en utilisant une membrane dont le seuil de discrimination se situe a 30 kDa. Le 
concentrat obtenu est alors a juste a 50 mM Tris HC1 a partir d'une solution stock de 
Tris HC1 1M (pH 6), puis depose par fractions de 20 ml sur une colonne (5 ml) 
echangeuse d'ions (Q Fast Flow, Pharmacia) equilibree dans le meme tampon. La 

10 proteine chimere est alors eluee de la colonne par un gradient (0 a 1 M) de NaCl. 
Les fractions contenant la proteine chimere sont alors reunies et dialysees contre une 
solution de Tris HC1 50 mM (pH 6) et redeposees sur colonne Q Fast Flow (1 ml) 
equilibree dans le meme tampon, Apres elution de la colonne, les fractions contenant 
la proteine sont reunies, dialysees contre de Teau et lyophilisees avant 

15 caracterisation: par exemple, le sequencage (Applied Biosystem) de la proteine 
SAH-G.CSF secretee par la levure CBS 293.91 donne la sequence N-terminale 
attendue de la SAH (Asp-Ala-His...), demontrant une maturation correcte de la 
chimere immediatement en C-terminal du doublet de residus Arg-Arg de la region 
"pro" de la SAH (Figure 2). 

20 EXEMPLE 10 : CHIMERES DERIVEES D'UNE IMMUNOGLOBULIN 

E.10.1. Constructions. 

Un fragment Fv' peut etre construit par les techniques du genie genetique, et 

qui code pour les fragments variables des chaines lourdes et legeres d'une 

immunogiobuline (Ig)i relies entre eux par un peptide linker [Bird et aL, Science 

25 (1988) 242: 423 ; Huston et al., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. f£: 5879]. 

Schematiquement, les regions variables (environ 120 residus) des chaines lourdes et 

legeres d'une Ig donnee sont donees a partir de I'ARN messager de l'hybridome 

correspondant, par exemple en utilisant le kit RT-PCR distribue par Pharmacia 

(Mouse ScFv Module). Dans une seconde etape les regions variables sont 

30 gen&iquement couplees par genie genetique par l'intermediaire d'un peptide de 
liaison syntheuque et par exemple le linker (GGGGS)x3* Un fragment de restriction 

Mst ll- Hind lll incluant le fragment Fv' d'une immunogiobuline secretee par un 
hybridome murin est donne a la Figure 14. La ligature du fragment Hind lll- Mst ll du 
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plasraide pYG404 avec ce fragment M^n-Hindin permet de generer le fragment 
Hindi !! du plasmide pYG1382 qui code pour une proteine chimere dans laquelle la 
molecule de SAH est genetiquement couplee au fragment Fv' de la Figure 14 
(chimere SAH-Fv"). Le clonage dans r orientation productive du fragment de 
5 restriction Hind ffl du plasmide pYG1382 dans le site Hindin des piasmides pYG105 
(LAC4 ) et pYG106 (PGK) genere les piasmides ^expression pYG1383 et pYG1384 ( 
respectivement 

£.10.2. Secretion des hy brides. 

Apres selection sur milieu riche supplements en G418 les clones 
10 recombinants sont testes pour leur capacite a secreter la forme mature de la proteine 
chimere SAH-Fv'. Quelques clones correspondant a la souche K, lactis CBS 293.91 
transformee par les piasmides pYG1383 ou pYG1384 (SAH-FV) sont mis a incuber 
en milieu liquide complet selectif a 28°C Les surnageants ceUulaires sont alors 
testes apres electrophorese en gel dacrylamide a 8.5 %, soit directement par 
15 coloration du gel au bleu de coomassie, soit apres iramunoblot en utilisant comme 
anticorps primaires un serum polyclonal de lapin dirige contre I'albumine humaine, 
ou directement incubee avec des anticorps biotinyles et diriges contre les 
immunoglobulines dorigine murine. Les resultats de la Figure 15 demontrent que la 
proteine hybride SAH-Fv* est reconnue a la fois par des anticorps diriges contre 
20 ralbumine humaine (panneau C) et reagit avec des anticorps de chevre biotinyles 
immunologiquement reactifs a rencontre dimmunoglobulines de souris (panneau B). 

EXEMPLE 11 : ACTIVITE BIOLOGIQUE DES CHIMERES 

E.11.1. Activite biologique irudtEft. 

E.ll.1.1. Chimeres entre S AH et vWF. 

25 L'activite antagoniste des produits est determinee par mesure de rinhibition 

dose-d€pendante de l'agglutination des plaquettes humaines fixees au 
paraformaldehyde selon la methode decrite par Prior et al. [BioyTechnology (1992) 
1Q: 66]. Les mesures se font dans un agregametre (PAP-4 t Bio Data, Horsham, PA, 
USA) qui enregistre les variations au cours du temps de la transmission optique sous 

30 agitation a 37°C en presence de vWF, de botrocetine (8,2 mg/ml) et du produit a 
tester a differentes dilutions (concentrations). Pour chaque mesure, 400 ml (8x10 ' 
plaquettes) d'une suspension de plaquettes humaines stabilisees au paraformaldehyde 



t 



WO 93/15199 



PCT/FR93/00OS5 



33 



(0,5 %, puis resuspendues en [NaCI (137 mM) ; MgCl2 (1 mM) ; NaH2P04 (0,36 
mM) ; NaHC03 (10 mM) ; KC1 (2,7 mM) ; glucose (5,6 mM) ; SAH (3,5 mg/ml) ; 

tampon HEPES (10 mM, pH 7,35)] sont preincubes a 37°C dans la cuve cyiindrique 
(8,75 x 50 mm, Wellcome Distriwell, 159 rue Nationale, Paris) de ragregametre 

5 pendant 4 min puds sont additionnes de 30 ml de la solution du produit a tester a 
differentes dilutions dans du vehicule de formulation apyrogene [mannitol (50 g/1) ; 
acide citrique (192 mg/1) ; L-lysine monochlorhydratee (182,6 mg/1) ; NaCI (88 
mg/1) ; pH ajuste a 3,5 par addition de NaOH (1M)], ou de vehicule de formulation 
uniquement (essai controle). La suspension resultante est alors incubee pendant 

10 1 min a 37°C et on ajoute 12,5 ml de vWF humain [American Bioproducts. 
Parsippany, NJ, USA; 11 % d'activite von Willebrand mesuree selon les 
recommandations d'utilisation du PAP-4 (Platelet Aggregation Profiler 1 *) a l'aide de 
plaquettes fixees au formaldehyde (2x10^ plaquertes/ml) , de plasma humain 
contenant de 0 a 100 % de vWF et de ristocetine (10 mg/ml, cf. p. 36-45 : vW 

15 Program^M] que Ton incube a 37°C pendant 1 min avant d'ajouter 12,5 ml de la 
solution de botrocetine [purifiee a partir de venin lyophilise de Bothrops iararaca 
(Sigma), selon le protocole decrit par Sugimoto et aL, Biochemistry (1991) 266 : 
18172]. L'enregistrement de la lecture de la transmission en fonction du temps est 
alors realisee pendant 2 min sous agitation a l'aide d'un barreau aimante (Wellcome 

20 Distriwell) place dans la cuve et sous une agitation magnetique de 1100 tr/min 
assuree par ragregametre. La variation moyenne de la transmission optique (n 3 5 pour 
chaque dilution) au cours du temps est done une mesure de ragglutination 
plaquettaire due a la presence de vWF et de botrocetine, en Tabsence ou en presence 
de concentrations variables du produit a tester. A partir de tels enregistrements, on 

25 determine alors le % d'inhibition de Tagglutination plaquettaire due a chaque 
concentration de produit et on trace la droite dormant le % d'inhibition en fonction de 
1'inverse de la dilution de produit en echelle log-log. La CI50 (ou concentration de 
produit provoquant 50 % d'inhibition de 1'agglutination) est alors determinee sur 
cette droite. Le Tableau de la Figure 16 compare les CI50 de quelques unes des 

30 chimeres SAH-vWF de la presente invention et demontre que certaines d^ntre elles 
sont de meilleurs antagonistes de Tagglutination plaquettaire que le produit RG 12986 
decrit par Prior et al. [Bio/Technology (1992) 1Q: 66] et inclus dans les essais a titre 
de valeur etalon. Des tests identiques de I'inhibiuon de ragglutination de plaquettes 
humaines en presence de vWF de plasma de pore (Sigma) permet en plus de 
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demontrer que certains des hybrides de la presente invention, et notamment certains 
variants de type IIB, sont de tres bons antagonistes de l'agglutination plaquettaire en 
Fabsence de co-facteurs de type botrocetine. L'antagonisme botrocetine-independant 
de ces chimeres particulieres peut egalement etre demontre selon le protocole 
5 initialement decrit par Ware et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. (1991) fi£: 2946] par . 
deplacement de Tanticorps monoclonal l 2 5l-LJ-IBl (10 mg/ml), un inhibiteur 
competitif de la fixation du vWF sur la GPIb plaquettaire [Handa M. et al., (1986) J. 
Biol. Chem. 2£1: 12579] apres 30 min d'incubation a 22°C en presence de plaquettes 

fraiches (10 8 plaquettes/ml). 

10 E.ll.1.2. Chimeres entre SAH et G-CSF. 

Les chimeres purifiees sont testees pour leur capacite a permettre la 
proliferation in vitro de la lignee murine EL3-dependante NFS60, par mesure de 
1' incorporation de thymidine tritiee essentiellernent selon le protocole decrit par 
Tsuchiya et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. (1986) fii 7633], Pour chaque chimere, les 

15 mesures sont realisees entre 3 et 6 fois dans un test trois points (trois dilutions du 
produit) dans une zone ou ia relation entre quantite de produit actif et incorporation 
de thymidine marquee (Amersham) est lineaire. Dans chaque plaque de 
microtitration, Tactivite d'un produit reference constituS de G-CSF humain 
recombinant exprime dans des cellules mammiferes est egalement systematiquement 

20 incorpore. Les resultats de la Figure 17 demontrent que la chimere SAH-G.CSF 
(pYG1266) secretee par la levure fChiweromvces et purifiee selon Texemple E.9.3. 
est capable in vitro de transduire un signal de proliferation ceUulaire pour la lignee 
NFS60. Dans ce cas particulier, Tactivite specifique (cpm/molarite) de la chimere est 
environ 7 fois plus faible que celle du G-CSE reference (non couple). 

25 E.11.2. Acdvitebiologiqueiriviia* 

Uactivite de stimulation des chimeres SAH/G-CSF sur la granulopoiese in 
vivo est testee apres injection sous-cutanee chez le rat (Sprague-Dawley/CD, 250- 
300 2. 8-9 semaines) et comoaree a celle du G-CSF reference exprime a partir de 



cellules de mammif ere. Chaque produit, teste a ra 
30 voie sous-cutanee en region dorso-scapulaire a i 
onncpnrh'fc ni.T7V S00 rnl de sanff sont receuilli: 



injection), J5 (avant la 5^ me injection) et J8, et une numeration sanguine est 
ee. Dans ce test, Tactivite specifique (unites de neutropoiese/mole injectee) de 
la chimere SAH-G.CSF (pYG1266) est identique a celle du G-CSF reference 
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(Figure 18). Puisque cette chimere particuliere possede in vitro une activite 
specifique 7 fois plus faible que celle du G-CSF reference (Figure 17), il est done 
demontre que le couplage genetique du G-CSF sur la SAH en modifie favorablement 
les proprietes pharmacocinetiques. 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1859 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 26.. 1855 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS : /product- "Chimere de type 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: misc_f eature 

(B) EMPLACEMENT: 1842.. 1848 „. TT „ 
(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /standaxd_name« Site Mst I- 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 750 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 3.. 746 , , „ 
(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS : /product- Fragment C-ter de la 

chimere SAH-vWF470" 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 423 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 
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ax) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 
(A) NOM/CLE: CDS 
(3) EMPLACEMENT : 3.. 419 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /product- "Fragment C-ter de la 
chimere SAH-UK1-135" 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 541 pa ires de bases 

(B) TYPE: abide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



(ix) CARACTERI STI QUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 3.. 536 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /product- "Fragment C-ter de la 
chimere SAH-G.CSF" 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2455 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



(ix) CARACTERI STI QUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 26.. 2389 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /product- "Chimere G.CSF-Gly4-SAH 
en aval region prepro de SAH" 

(ix) CARACTERI S TI QUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE : misc_ recomb 

(B) EMPLACEMENT: 620.. 631 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /standard_name- "Linker PolyGly" 

(ix) CARACTERI STI QUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: misc_feature 

(B) EMPLACEMENT: 106..111 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /standard name- "Site Apa I" 



£2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR : 756 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
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(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION : linfiaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(ixi) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 3.. 752 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS : /product- "Fragment C-ter de la 
chime re SAH-Fv ' " - 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: mis c_re comb s 

(B) EMPLACEMENT: 384.. 428 

(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /standard_naine- "Linker 
synthetique" 
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REVENDICATIONS 

* 

1. Polypeptide recombinant comportant une partie active derivee d'un 
polypeptide ayant une activite therapeutique, genetiquement coupiee a une albumine 
ou a un variant de I'albumine. 

5 2. Polypeptide selon la revendication 1 caracterise en ce que le polypeptide 

ayant une activite therapeutique est un polypeptide d'origine humaine. 

3. Polypeptide selon la revendication 2 caracterise en ce que le polypeptide 
ayant une activite therapeutique est choisi parmi tout ou partie des enzymes, des 
inhibiteurs d'enzymes, des antigenes, des amicorps, des hormones, des facteurs de la 
10 coagulation, des interferons, des cytokines, des facteurs de croissance et/ou de 
differentiation, des facteurs impliques dans la genese/resorption des tissus osseux, 
des facteurs chimiotactiques, des faaeurs de motilite ou de migration celiulaire, des 
facteurs cytostatiques, des facteurs bactericides ou antifongiques, ou des molecules 
adhesives plasmatiques, interstitielles ou des matrices extracellul aires. 

15 4. Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 3 caracterise en ce que le 

polypeptide ayant une activite therapeutique est choisi parmi toute sequence 
peptidique antagoniste ou agoniste d'interactions moleculaires et/ou cellulaires 
impliquees dans les pathologies des compartiments circulatoires et .interstitiels. 

5. Polypeptide selon i'une des revendications 1 a 4 caracterise en ce que la 
20 partie active presente une structure choisie parrni : 

(a) la structure peptidique entiere ou, 

(b) un fragment de (a) ou une structure derivee de (a) par modification 
structurale (mutation, substitution addition et/ou deletion d'un ou plusieurs residus) 
et conservant une activite therapeutique. 

25 6. Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 5 caracterise en ce que la 

partie active est coupiee a l'extremite N-terminale de I'albumine. 

* 

7. Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 5 caracterise en ce que la 
partie active est coupiee a rextremite C-terminale de I'albumine. 
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8. Polypeptide selon Tune des revindications 1 a 7 caracterise en ce que la 
partie active y est represeme plusieurs fois. 



codant pour un polypeptide 



quelconque des revendications 1 a 8. 



20 



5 10. Sequence nucleotidique selon la revendication 9 caracterisee en ce 

qu'elle comprend une sequence "leader" permettant la secretion du polypeptide 
exprime. 

11. Cassette d'expression comprenant une sequence nucleotidique selon 
Vune des revendications 9 ou 10 sous le controle d'une region d'initiation de la 

10 transcription et eventuellement d'une region de terrninaison de la transcription. 

12. Plasmide autoreplicatif comportant une cassette d'expression selon la 
revendication 1 1 . 

13. Cellule recombinante eucaryote ou procaryote dans laquelle a ete insere 
une sequence nucleotidique selon Tune des revendications 9 ou 10 ou une cassette 

15 d'expression selon la revendication 11 ou un plasmide selon la revendication 12. 

14. Cellule recombinante selon la revendication 13 caracterisee en ce qu'il 



s'agit d'une levure. d'une cellule animate, d'un champignon ou d'une bactene. 

15. Cellule recombinante selon la revendication 14 caracterisee en ce qu'il 
s'agit d'une levure. 

* 

16. Cellule recombinante selon la revendication 15 caracterisee en ce qu'il 
s'agit d'une levure du genre 5arr ham ™ vces ou Kltiyvgromvces . 

17. Precede de preparation d'un polypeptide tel que defini dans Tune des 
revendications 1 a 8 caracterise en ce que l'on cultive une cellule recombinante selon 
Tune des revendications 13 i 16 dans des conditions ^expression, et on recupere le 

25 polypeptide produit 

18. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs polypeptides 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 8. 



* 
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19. Composition pharrnaceutique comprenant une sequence nucleotidique 
selon Tune quelconque des revendications 9 a 11 utilisable en therapie genique. 
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gEO IP NO : 1 



AAGCT TTACAACAAA TATAAAAACA ATG AAG TGG GTA ACC TTT ATT TCC CTT .CTT ITT CTC TTT 

Mac Lys Trp Val Thr Phe He Ser Leu Leu Phe Leu Phe 



AGC TCGGCT TAT TCC AGS GGT GTG TTT CGT CGA GAT GCA CAC AAG ACT GAG GTT GCT CAT 
Ser Ser Ala Tyr Ser Arg Gly Val Phe Arg Arg Asp Ala His Lys Ser Glu Val Ala His 

■ 

CGG TTT AAA GAT TTG GGA GAA GAA AAT TTC AAA GCC TTG GTG TTG ATT GCC TTT GCT CAG 
Arg Phe Lys Asp Leu Gly Glu Glu Asn Phe Lys Ala Leu Val Leu He Ala Phe Ala Gin 

TAT CTT CAG CAG TGT CCA TTT GAA GAT CAT GTA AAA TTA GTG AAT GAA GTA ACT GAA TTT 

Tyr Leu Gin Gin Cys Pro Phe Glu Asp His Val Lys Leu Val Asn Glu val Thr Glu Phe 



GCA AAA ACA TGT GTT GCT GAT GAG TCA GCT GAA AAT TGT GAC AAA TCA CTT CAT ACC CTT 

Ala Lys Thr Cys Val Ala Asp Glu Ser Ala Glu Asn Cys Asp Lys Ser Leu His Thr Leu 

p * 
m 

TTT GGA GAC AAA TTA TGC ACA GTT GCA ACT CTT CGT GAA ACC TAT GGT GAA ATG GCT GAC 

Phe Gly Asp Lys Leu Cys Thr Val Ala Thr Leu Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala Asp 

TGC TGT GCA AAA CAA GAA CCT GAG AGA AAT GAA TGC TTC TTG CAA CAC AAA GAT GAC AAC 
Cys Cys Ala Lys Gin Glu Pro Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu Gin His Lys Asp Asp Asn 

CCA AAC CTC CCC CGA TTG GTG AGA CCA GAG GTT GAT GTG ATG TGC ACT GCT TTT CAT GAC 

Pro Asn Leu Pro Arg Leu Val Arg Pro Glu Val Asp Val Met Cys Thr Ala Phe His Asp 

H 

AAT GAA GAG ACA TTT TTG AAA AAA TAC TTA. TAT GAA ATT GCC AGA AGA CAT CCT TAC TTT 
Asn Glu Glu Thr Phe Leu Lys Lys Tyr Leu Tyr Glu He Ala Arg Arg His Pro Tyr Phe 

TAT GCC CCG GAA CTC CTT TTC TTT GCT AAA AGG TAT AAA GCT GCT TTT ACA GAA TGT TQC 
Tyr Ala Pro Glu Leu Leu Phe Phe Ala Lys Arg Tyr Lys Ala Ala Phe Thr Glu Cys Cys 

CAA GCT GCT GAT AAA GCT GCC TGC CTG TTG CCA AAG CTC GAT GAA CTT CGG GAT GAA GOG 
Gin Ala Ala Asp Lys Ala Ala Cys Leu Leu Pro Lys Leu Asp Glu Leu Arg Asp Glu Gly 

AAG GCT TCG TCT GCC AAA CAG AGA CTC AAG TGT GCC. ACT CTC CAA AAA TTT GGA GAA AGA 

Lys Ala Ser Ser Ala Lys Gin Arg Leu Lys Cys Ala Ser Leu Gin Lys Phe Gly Glu Arg 



GCT TTC AAA GCA TGG GCA GTA GCT CGC CTG AGC CAG AGA TTT CCC AAA GCT GAG TTT GCA 
Ala Phe Lys Ala Trp Ala Val Ala Arg Leu Ser Gin Arg Phe Pro Lys Ala Glu Phe Ala 



GAA CTT TCC AAG TTA GTG ACA GAT CTT ACC AAA CTC CAC ACG GAA TGC TGC CAT GGA GAT 

Glu Val Ser Lys Leu val Thr Asp Leu Thr Lys val His Thr Glu Cys Cys His Gly Asp 

Figure 2(a) 
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PCT/7R93/00QB5 



CTG CTT GAA TGT GCT GAT GAC AGS GCG GAC CTT GCC AAG TAT ATC TGT GAA AAT CAA GAT 
Leu Leu Glu Cys Ala Asp Asp Arg Ala Asp Leu Ala Lys Tyr lie Cys Glu Asn Gin Asp 



269 



TCG ATC TCC AGT AAA CTG AAG GAA TGC TGT GAA AAA CCT CTG TTG GAA AAA TCC CAC TGC • 

Ser lie Ser Ser Lys Leu Lys Glu Cys Cys Glu Lys Pro Leu Leu Glu Lys Ser His Cys 



289 



ATT GCC GAA GTG GAA AAT GAT GAG ATG CCT GCT GAC TTG CCT TCA TTA GCT GCT GAT TTT 

He Ala Glu Val Glu Asn Asp Glu Met Pro Ala Asp Leu Pro Ser Leu Ala Ala Asp Phe 



309 



GTT GAA AGT AAG GAT GTT TGC AAA AAC TAT GCT GAG GCA AAG GAT GTC TTC CTG GQC ATG 
Val Glu Ser Lys Asp Val Cys Lys Asn Tyr Ala Glu Ala Lys Asp Val Phe Leu Gly Met 



329 



TTT TTG TAT GAA TAT GCA AGA AGG CAT CCT GAT TAC TCT GTC GTA CTG CTG CTG AGA CTT 

Phe Leu Tyr Glu Tyr Ala Arg Arg His Pro Asp Tyr Ser Val Val Leu Leu Leu Arg Leu 



349 



GCC AAG ACA TAT GAA ACC ACT CTA GAG AAG TGC TGT GCC GCT GCA GAT CCT CAT GAA TGC 

Ala Lys Thr Tyr Glu Thr Thr Leu Glu Lys Cys Cys Ala Ala Ala Asp Pro His Glu Cys 



369 



TAT GCC AAA GTG TTC GAT GAA TTT AAA CCT CTT GTG GAA GAG CCT CAG AAT TTA ATC AAA 
Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu Glu Pro Gin Asn Leu He Lys 



3e9 



CAA AAT TGT GAG CTT TTT GAG CAG CTT GGA GAG TAC AAA TTC CAG AAT GCG CTA TTA GTT 
Gin Asn Cys Glu Leu Phe Glu Gin Leu Gly Glu Tyr Lys Phe Gin Asn Ala Leu Leu Val 



409 



CGT TAC ACC AAG AAA GTA CCC CAA GTG TCA ACT CCA ACT CTT- GTA GAG GTC TCA AGA AAC 

Arg Tyr Thr Lys Lys Val Pro Gin Val Ser Thr Pro Thr Leu Val Glu Val Ser Arg Asn 



429 



CTA GGA AAA GTG GQC AGC AAA TGT TGT AAA CAT CCT GAA GCA AAA AGA ATG CCC TGT GCA 

Leu Gly Lys Val Gly Ser Lys Cys Cys Lys His Pro Glu Ala Lys Arg Met Pro Cys Ala 



449 



GAA GAC TAT CTA TCC GTG GTC CTG AAC CAG TTA TGT GTG TTG CAT GAG AAA ACG CCA GTA 

Glu Asp Tyr Leu Ser Val Val Leu Asn Gin Leu Cys Val Leu His Glu Lys Thr Pro Val 



469 



AGT GAC AGA GTC ACC AAA TGC TGC ACA GAA TCC TTG GTG AAC AGG CGA CCA TGC TTT TCA 
Ser Asp Arg Val Thr Lys Cys Cys Thr Glu Ser Leu Val Asn Arg Arg Pro Cys Phe Ser 



489 



GCT CTG GAA GTC GAT GAA ACA TAC GTT CCC AAA GAG TTT AAT GCT GAA ACA TTC ACC TTC 

Ala Leu Glu Val Asp Glu Thr Tyr Val Pro Lys Glu Phe Asn Ala Glu Thr Phe Thr Phe 



509 



CAT GCA GAT ATA TGC ACA CTT TCT GAG AAG GAG AGA CAA ATC AAG AAA CAA ACT GCA CTT 
His Ala Asp He Cys Thr Leu Ser Glu Lys Glu Arg Gin He Lys Lys Gin Thr Ala Leu 



529 



GTT GAG CTT GTG AAA CAC AAG CCC AAG GCA ACA AAA GAG CAA CTG AAA GCT GTT ATG GAT 

Val Glu Leu Val Lys His Lys Pro Lys Ala Thr Lys Glu Gin Leu Lys Ala Val Met Asp 



549 



GAT TTC GCA GCT TTT GTA GAG AAG TGC TGC AAG GCT GAC GAT AAG GAG ACC TGC TTT GCC 

Asp Phe Ala Ala Phe Val Glu Lys Cys Cys Lys Ala Asp Asp Lys Glu Thr Cys Phe Ala 



569 



Hstll . 

GAG GAG GGT AAA AAA CTT GTT GCT GCA AGT CAA GCT GCC TTA GGC TTA (NNN)p TAA GCTT 
Glu Glu Gly Lys Lys Leu Val Ala Ala Ser Gin Ala Ala Leu Gly Leu 



<X)p 
PEPTIDE 



Figure 2(b) 
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Figure 4A 

rr TTA GG C TTA (NNN) 244 T Mk GCTT 

Leu Gly Leu (Thr470-> v *l7l3> *** 



cc tta gg c TTA (NNN)29 T M CCTT Figure 4B 

Leu Gly Leu (Thr470->Asp498] *** 



CC TTA GGC CTC (NNN) 14 TAX GCTT 

Leu Gly Leu <Cys695->Pro708> ••• Figure 4 C 



CC TTA GG C TTA (NNN) 90 TAA GCTT 

Leu Gly Leu tThr47o->Tyr508» Arg663-> v al713> *** 

Figure 4D 



Figure 4 (A & D) 
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TP NO - : 



CC TTA GGC TTA ACC TGT GAA GCC TGC CAG GAG CCG GGA GGC CTG GTG GTG CCT CCC ACA 

Leu Gly Leu Thr cys Glu Ala Cys Gin Glu Pro Gly Gly Leu Val Val Pro Pro Thr 

SAE<* — I >vKr470->713 

GAT GCC CCG GTG AGC CCC ACC ACT CTG TAT GTG GAG GAC ATC TCG GAA CCG CCG TTG CAC 

Asp Ala Pro Val Ser Pro Thr Thr Leu Tyr Val Glu Asp lie Ser Glu Pro Pro Leu His 



GAT TTC TAC TGC AGC AGG CTA CTG GAC CTG GTC TTC CTG CTG GAT GGC TCC TCC AGG CTG 
Asp Phe TVr Cys Ser Arg Leu Leu Asp Leu Val Phe Leu Leu Asp Gly Ser Ser Arg Leu 



TCC GAG GCT GAG TTT GAA GTG CTG AAG GCC TTT GTG GTG GAC ATG ATG GAG CGG CTG CGC 
Ser Glu Ala Glu Phe Glu Val Leu Lys Ala Phe Val Val Asp Met Met Glu Arg Leu Arg 



ATC TCC CAG AAG TGG GTC CGC GTG GCC GTG GTG GAG TAC CAC GAC GGC TCC CAC GCC TAC 
lie Ser Gin Lys Trp Val Arg Val Ala Val val Glu Tyr His Asp Gly ser His Ala Tyr 

ATC GGG CTC AAG GAC CGG AAG CGA CCG TCA GAG CTG CGG CGC ATT GCC AGC CAG GTG AAG 

lie Gly Leu Lys Asp Arg Lys Arg Pro Ser Glu Leu Arg Arg He Ala Ser Gin Val Lys 



TAT GCG GGC AGC CAG GTG GCC TCC ACC AGC GAG GTC TTG AAA TAC ACA CTG TTC CAA ATC 

Tyr Ala Gly Ser Gin Val Ala Ser Thr Ser Glu Val Leu Lys Tyr Thr Leu Phe Gin He 



TTC AGC AAG ATC GAC CGC CCT GAA GCC TCC CGC ATC GCC CTG CTC CTG ATG GCC AGC CAG 

Phe Ser Lys He Asp Arg Pro Glu Ala Ser Arg He Ala Leu Leu Leu Met Ala Ser Gin 



GAG CCC CAA CGG ATG TCC CGG AAC TTT GTC CGC TAC GTC CAG GGC CTG AAG AAG AAG AAG 
Glu Pro Gin Arg Met Ser Arg Asn Phe Val Arg Tyr Val Gin Gly Leu Lys Lys Lys Lys 



GTC ATT GTG ATC CCG GTG GGC ATT GGG CCC CAT GCC AAC CTC AAG CAG ATC CGC CTC ATC 
Val He val He Pro Val Gly He Gly Pro His Ala Asn Leu Lys Gin He Arg Leu He 



GAG AAG CAG GCC CCT GAG AAC -AAG GCC TTC GTG CTG -AGC. ACT GTG GAT GAG CTG GAG CAG 
Glu Lys Gin Ala Pro Glu Asn Lys Ala Phe Val Leu Ser Ser Val Asp Glu Leu Glu Gin 



CAA AGG GAC GAG ATC GTT AGC TAC CTC TGT GAC CTT GCC CCT GAA GCC CCT CCT CCT ACT 
Gin Arg Asp Glu lie Val Ser Tyr Leu Cys Asp Leu Ala Pro Glu Ala Pro Pro Pro Thr 



ATG OZn CAA GTC TAA GCTT 

Leu Pre £ra Asp Met Ala Cln Val ♦ 
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Figure * (E) 
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SEP *P NQ ' 3 



CC TTA GGC TTA AGC AAT GAA CTT CAT CAA GTT CCA TCG AAC TGT GAC. TGT CTA AAT GGA 

Leu Gly Leu Ser Asn Glu Leu His Gin Val Pro Ser Asn Cys Asp Cys Leu Asn Gly 601 

1 >OK 



GGA ACA TGT GTG TCC AAC AAG TAC TTC TCC AAC ATT CAC TGG TGC AAC TGC CCA AAG AAA 

Gly Thr Cys val Ser Asn Lys Tyr Phe Ser Asn He His Trp Cys Asn Cys Pro Lys Lys 621 

* 

TTC GGA GGG CAG CAC TGT GAA ATA GAT AAG TCA AAA ACC TGC TAT GAG GGG AAT GGT CAC 

Phe Gly Gly Gin His Cys Glu He Asp Lys Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His 641 

< 1 > 



TTT TAC CGA GGA AAG GCC AGC ACT GAC ACC ATG GGC COG CCC TGC CTG CCC TGG AAC TCT 

Phe Tyr Arg Gly Lys Ala Ser Thr Asp Thr Mec Gly Arg Pro Cys Leu Pro Trp Asn Ser 661 

GCC ACT GTC CTT CAG CAA ACG TAC CAT GCC CAC AGA TCT GAT GCT CTT CAG CTG GGC CTG 

Ala Thr Val Leu Gin Gin Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Gin Leu Gly Leu 681 

GGG AAA CAT AAT TAC TGC AGG AAC CCA GAC AAC CGG AQG CGA CCC TGG TGC TAT GTG CAG 

Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Arg Arg Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gin 701 

GTG GGC CTA AAG CCC CTT GTC CAA GAG TGC ATG GTG CAT GAC TGC GCA GAT GGA AAA TAA 

Val Gly Leu Lys Pro Leu Val Gin Glu Cys Mec Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys 720 



Figure 8 
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f.ENT 



WO 93/15199 



gQ. ID NO • & 



Apal 

CC TTA GGC TTA ACC CCC C TH CST CT T GCC AGC TCC CTG 
Leu Gly Leu Thr Pro Leu Gly Pro Ala Ser Ser Leu 

— - —I >G - 



CAG AGC TTC CTG CTC AAG 
Gin Ser Phe Leu Leu Lys 



TGC TTA GAG CAA CTG AGG AAG ATC CAG GGC GAT GGC GCA GCG CTC CAG GAG AAG CTG TGT 

Cys Leu Glu Gin Val Arg Lys lie Gin Gly Asp Gly Ala Ala Leu Gin Glu Lys Leu Cys 

GCC ACC TAC AAG CTG TGC CAC CCC GAG GAG CTG CTC CTG CTC GGA. CAC TCT CTG GGC ATC 

Ala Thr Tyr Lys Leu Cys His Pro Glu Glu Leu Val Leu Leu Gly His Ser Leu Gly He 



CCC TGG GCT CCC CTG Arr Tnr TGC CCC AGC CAG GCC CTG CAG CTG GCA GGC TGC TTG AGC 

Pro Trp Ala Pro Leu Ser Ser Cys Pro Ser Gin Ala Leu Gin Leu Ala Gly Cys Leu Ser 

CAA CTC CAT AGC GGC CTT TTC CTC TAC CAG GGC CTC CTG CAG GCC CTG GAA GGG ATA TCC 
Gin Leu His Ser Gly Leu Phe Leu Tyr Gin Gly Leu Leu Gin Ala Leu Glu Gly He Ser 

CCC GAG TTG GOT CCC ACC TTG GAC ACA CTG CAG CTG GAC GTC GCC GAC TTT GCC ACC ACC 

Pro Glu Leu Gly Pro Thr Leu Asp Thr Leu Gin Leu Asp Val Ala Asp Phe Ala Thr Thr 

ATC TGG CAG CAG ATG GAA GAA CTG GGA ATG GCC CCT GCC CTG CAG CCC ACC CAG GCT GCC 
He Trp Gin Gin Met Glu Glu Leu Gly Met Ala Pro Ala Leu Gin Pro Thr Gin Gly Ala 

ATG CCG GCC TTC GCC TCT GCT TTC CAG CGC CGG GCA GGA GGG GTC CTG GTT GCT AGC CAT 
Mec Pro Ala Phe Ala Ser Ala Phe Gin Arg Arg Ala Gly Gly Val Leu Val Ala Ser His 



CTG CAG AGC TTC CTG GAG GTG TCG TAC CGC GTT CTA CGC CAC CTT GCG CAG CCC TGA 
Leu Gin Ser Phe Leu Glu Val Ser Tyr Arg Val Leu Arg His. Leu Ala Gin Pro 



Figure 10 
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AAGCT TTACAACAAA TATAAAAACA 


ATG 

Mec 


AAG TGG GTA ACC 

Lys Trp Val Thr 


Phe 


ATT 
He 


TCC 
Ser 


CTT 
Leu 


CTT 
Leu 


TTT 
Phe 


CTC 
Leu 


TTT 
Phe 




AGC 
Ser 


TCG 
Ser 


GCT 
Ala 


TAT TCC 
Tyr Ser 


AGG GGT 

Arg Gly 


GTG 
Val 


TTT CGT CGA ACC 

Phe Arg Arg Thr 

I 


CCC 

Pro 

>G-C 


Leu 
SF 


Apal 

GGC CCT 

Gly Pro 

* 


GCC 
Ala 


AGC 
Ser 


Ser 


CTG 
Leu 


Q 


ccc 

Pro 


CAG 
Gin 


AGC 
Ser 


TTC CTG 
Phe Leu 


CTC 
Leu 


AAG 
Lys 


TGC 
Cys 


TTA GAG CAA 
Leu Glu Gin 


GTG 
Val 


AGG 
Arg 


AAG 
Lys 


ATC 
He 


CAG 
Gin 


GGC 
Gly 


GAT GGC 
Asp Gly 


GCA 
Ala 


29 


GCG 
Ala 


CTC 
Leu 


CAG 

Gin 


GAG AAG 
Glu Lys 


CTG 
Leu 


TGT 

Cys 


GCC ACC TAC AAG 

Ala Thr Tyr Lys 


CTG TGC CAC 

Leu cys His 


CCC 
Pro 


GAG 
Glu 


GAG 
Glu 


CTG 
Leu 


GTG 
Val 


CTG 
Leu 


49 


CTC 
Leu 


GGA 
Gly 


CAC 
His 


TCT CTG 
Ser Leu 


GGC 


ATC 
He 


CCC TGG GCT CCC 

Pro Tip Ala Pro 


Leu 


Ser Ser 


wys 


CCC 


AGC 
Ser 


CAG 
Gin 


GCC 
Ala 


CTG 
Leu 




CAG 

Gin 


CTG 

Leu 


GCA 

Ala 


GGC TGC 
Gly Cys 


TTG 

f -A1 1 

bcU 


AGC 
Ser 


CAA 
Gin 


CTC CAT AGC 
Leu His Ser 


GGC 

Gly 


CTT 
Leu 


TTC 

Phe 


CTC 
Lieu 


* 

TAC 

Tyr 


CAG 

Gin 


• 

GGG 
Gly 


CTC 
Leu 


CTG 
Leu 


89 


CAG 
Gin 


GCC 
Ala 


CTG 
Leu 


GAA GGG 
Glu Gly 


ATA 

lie 


TCC 
Ser 


CCC 

Pro 


GAG TTG GGT 
Glu Leu Gly 


CCC 
Pro 


ACC 

Thr 


TTG 
Leu 


GAC 


ACA 

4 iU 


CTG 
Leu 


CAG 
Gin 


CTG 
Leu 


GAC 
Asp 


109 


GTC 
Val 


GCC 
Ala 


GAC 
Asp 


TTT GCC 
Phe Ala 


ACC 

Thr 


ACC 
Thr 


ATC TGG CAG CAG ATG 
He Tip Gin Gin Met 


GAA 
Glu 


GAA 
Glu 


CTG 
Leu 


GGA 

Gly 


ATG 
Met 


GCC 
Ala 


CCT 

Pro 


GCC 
Ala 


129 


CTG 
Leu 


CAG 
Gin 


CCC 
Pro 


ACC CAG 

Thr Gin 


GGT 

Gly 


GCC 
Ala 


ATG 
Met 


CCG GCC TTC 
Pro Ala Phe 


GCC 
Ala 


TCT 
Ser 


GCT 
Ala 


TTC 
Phe 


CAG 
Gin 


CGC 
Arg 


CGG GCA GGA 

Arg Ala Gly 


149 


GGG 
Gly 


GTC 
Val 


CTG 
Leu 


GTT GCT 
Val Ala 


AGC 

Ser 


CAT 
His 


CTG 

Leu 


CAG AGC TTC 

Gin Ser Phe 


CTG 

Leu 


GAG 
Glu 


GTG 
Val 


TCG 

Ser 


TAC 

Tyr 


CGC 

Arg 


GTT 

val 


CTA 

Leu 


CGC 

Arg 


169 


CAC 


CTT 


GCG 


CAG CCC 


G3E. 


GGA 


GGT 


GGT GAT GCA 


CAC 


AAG 


AGT 
Ser 


GAG 


GTT 


GCT 


CAT 


CGG 


TTT 
Phe 




His 


Leu 


Ala 

G-C 


Gin Pro 

:sr< — i 


Gltf- 


Glv Glv Glv Aso Ala His 
liaJcsr I >SAE 


Lys 


Glu 


Val 


Ala 


His 


Arg 


189 


AAA 

Lys 


GAT 
Asp 


TTG 
Leu 


GGA GAA 
Gly Glu 


GAA 
Glu 


AAT 
Asn 


TTC 

Phe 


AAA GCC TTG 
Lys Ala Leu 


GTG 
Val 


TTG 
Leu 


ATT 
He 


GCC 
Ala 


TTT 

Phe 


GCT 
Ala 


CAG 
Gin 


TAT 

Tyr 


CTT 

Leu 


209 


CAG 

Gin 


CAG 

Gin 


TGT 
Cys 


CCA TTT 

Pro Phe 


GAA 
Glu 


GAT 
ASp 


CAT 
His 


GTA AAA TTA 

Val Lys Leu 


GTG 
val 


AAT 

Asn 


GAA 
Glu 


GTA 
Val 


ACT 
Thr 


GAA 
Glu 


TTT 
Phe 


GCA 
Ala 


AAA 
Lys 


229 


ACA 

Thr 


TGT 
Cys 


GTT 
Val 


GCT GAT 
Ala Asp 


GAG 
Glu 


TCA 

Ser 


GCT 
Ala 


GAA AAT TGT GAC 
Glu Asn Cys Asp 


AAA 
Lys 


TCA 
Ser 


CTT 
Leu 


CAT 

His 


ACC 
Thr 


CTT 
Leu 


TTT GGA 

Phe Gly 


249 


GAC 
Asp 


AAA 

Lys 


TTA 
Leu 


TCC ACA 

Cys Thr 


GTT 

Val 


GCA 

Ala 


ACT 

Thr 


CTT CGT GAA 

Leu Arg Glu 


ACC 
Thr 


TAT 

Tyr 


GGT 

Gly 


GAA 
Glu 


ATG 
Met 


GCT 
Ala 


GAC TGC 

Asp Cys 


TGT 

Cys 


. 269 


GCA 
Ala 


AAA 
Lys 


CAA 
Gin 


GAA CCT 

Glu Pro 


GAG 
Glu 


AGA 
Arg 


AAT 
Asn 


GAA TGC TTC 
Glu Cys Phe 


TTG 
Leu 


CAA 
Gin 


CAC 

His 


AAA 
Lys 


GAT 
Asp 


GAC 
Asp 


AAC 
Asn 


CCA 
Pro 


AAC 
Asn 


289 


Leu 


Fro 


CGA 

Arg 


TTG CTG 

Leu Val 


AGA 

Arg 


CCA 

Pro 


GAG 
Glu 


GTT GAT GTG 

Val Asp Val 


ATG 
Met 


TGC 

Cys 


ACT 

Thr 


GCT 

Ala 


TTT 

Phe 


CAT 

His 


GAC 
Asp 


AAT 
Asn 


GAA 
Glu 


309 


Glu 


AC^i 
Thr 


» * * 

Phe 


TTG AAA 
Leu Lys 


AAA 

Lys 


TAC 
Tyr 


TTA 
Leu 


TAT GAA ATT 
Tyr Glu lie 


CCC 
Ala 


AGA 

Arg 


AGA 

Arg 


CAT 

Has 


CCT 
Pro 


■TV . 
• • » 


Phe 


TV , H 

* J - 


GCC 
Ala 


329 



r"ioure li ia) 
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CCG 
Pro 


GAA 

Glu 


CTC 
Leu 


CTT 
Leu 


TTC TTT 
Phe Phe 


GCT 
Ala 


AAA 

Lys 


AGG 
Arg 


TAT 
Tyr 


AAA 

Lys 


GCT 
Ala 


GCT 
Ala 


TTT 
Phe 


ACA GAA 
Thr Glu 


TGT 
Cys 


TGC 

Cys 


CAA 
Gin 


GCT 
Ala 


3-1 .• 


GCT 
Ala 


GAT 
Asp 


AAA 
Lys 
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rvr *rr AAA TAC AAT GGG AAG TTC AAG GGC AAG GCC ACA CTG ACT GCG GAC AGA TCA TCC 
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CAG AAA CCA GGG CAA TCT CCT AAA CTA CTG ATT TAC TGG GCA TCC ACC CGG CAC ACT GGA 

Gin Lys Pro Gly Gin Ser Pro Lys Leu Leu lie Tyr Trp Ala Ser Thr Arg His Ttir ciy 
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